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 Tumores de mama triplo negativos (TN) formam um grupo biológico de 
tumores que possuem baixa ou nenhuma expressão dos receptores de estrogênio 
(RE), progesterona (RP) e HER2. Esses tumores são associados com um pior 
prognóstico clínico e altas taxas de mortalidade quando comparados com outros 
subtipos de câncer de mama. Pacientes com tumores TN não se beneficiam de 
terapias endócrinas ou imunológicas (como o traztuzumab). A quimioterapia 
sistêmica é atualmente o tratamento adotado, embora essas pacientes apresentem 
pior prognóstico após a quimioterapia do que pacientes com outros subtipos de 
tumor.  
 A via de sinalização da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K/AKT) regula funções 
celulares importantes tais como crescimento, sobrevivência e proliferação. A 
desregulação dessa via é frequentemente associada ao desenvolvimento do câncer 
de mama e resistência à terapia. Assim, drogas que têm como alvo os componentes 
da via PI3K/AKT estão sendo desenvolvidas e testadas em monoterapia ou em 
combinação com outros agentes terapêuticos em inúmeros ensaios clínicos. Neste 
estudo, foram analisadas as alterações de número de cópias de cinco genes desta 
via, PIK3CA, AKT1, AKT2, PTEN e FGFR2 através das técnicas de aCGH, PCR em 
tempo real e FISH em tumores de mama triplo negativos (TN) e não-triplo negativos 
(N-TN).  
 Um total de 54 amostras de tumores TN foram obtidos dos hospitais Nossa 
Senhora das Graças, Curitiba, Brazil e 65 amostras de tumores N-TN do Laboratório 
Nacional de Ciências da Saúde, cidade do Cabo, África do Sul. Os resultados dos 
estudos epidemiológicos realizados com os dados clínico-patológicos dessas 
pacientes (idade, envolvimento de linfonodos, tamanho e grau tumoral) encontraram 
uma frequência significativamente maior de tumores de grau III e menor de tumores 
de grau I nas pacientes TN do Brasil quando comparado as pacientes N-TN da 
África do Sul.  Essa associação também foi encontrada quando as informações das 
pacientes TN foram comparadas com dados de pacientes N-TN provenientes da 
mesma região do Brasil , eliminando influências étnicas e corroborando estudos 
prévios que associam o fenótipo triplo negativo com característicos de prognóstico 
clínico agressivo. Alterações de número de cópias foram observadas em todos os 
cinco genes analisados e a perda de PTEN foi a alteração mais frequente tanto em 
tumores TN quanto em tumores N-TN. Além disso a perda desse gene foi associada 
significativamente com grau tumoral avançado (grau III) nas pacientes do subtipo 
TN. A análise das alterações de número de cópias dos cinco genes entre tumores 
TN e N-TN demonstrou que somente o aumento do número de cópias do gene 
FGFR2 foi significativamente associado com os tumores TN. Esses achados 
corroboram estudos prévios que associam a amplificação de FGFR2 com o fenótipo 
triplo negativo, sugerindo este gene como importante fator prognóstico e possível 
alvo terapêutico para esse subtipo tumoral. As frequências de alterações dos genes 
AKT1, AKT2, PIK3CA e PTEN não diferiram entre os tumores TN e N-TN e podem 
estar envolvidos no desenvolvimentos de ambos os subtipos de tumores.  
 Em resumo, considerando o importante papel da via de sinalização PI3K/AKT 
na progressão tumoral e resistência à terapia nos tumores de mama triplo negativos, 
as informações das alterações de número de cópias dos genes dessa via são 
relevantes e podem ser utilizadas como marcadores moleculares no 







 Triple negative breast cancer is defined as a biological group of tumors that 
lack expression of estrogen (ER) and progesterone receptor (PR), and HER2.  These 
tumors are associated with poor prognosis and a high mortality rate when compared 
to other breast cancer subtypes. Women with triple negative breast cancer do not 
benefit from endocrine therapy or trastuzumab. Chemotherapy is currently the 
systemic medical treatment, although patients with triple negative disease have a 
worse outcome after chemotherapy than patients with other breast cancer subtypes.  
 The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K/AKT) signaling pathway mediates key 
cellular function such as cell growth, survival and proliferation. Frequent deregulation 
and aberrations of this pathway have been implicated in breast cancer development 
and in therapy resistance. Thus, multiple drugs targeting the PI3K/AKT pathway are 
in development and are been testing in clinical trials as monotherapy and in 
combination with other therapies in breast cancer patients. In this study, specific 
genes involved in PIK3/AKT pathway, PIK3CA, AKT1, AKT2, PTEN and FGFR2, 
were analyzed for DNA copy number changes in samples of Triple negative (TN) and 
non triple negative breast tumors (N-TN) by aCGH, real time PCR and FISH analysis  
 A total of fifty-four samples of triple negative (TN) breast cancer were obtained 
from the Hospital Nossa Senhora das Gracas and Clinical Hospital, Curitiba, PR, 
Brazil and sixty-five samples of non triple negative (N-TN) tumors from National 
Laboratory of Health Sciences, Cape Town, South Africa. Epidemiological studies 
performed with the clinical pathological data of these patients (age, tumor size,  
histological grade and lymph node status) showed a significantly higher frequency of 
grade III tumors and lower frequency of grade I in TN  when comparing with N-TN 
patients. This association was also observed when data of TN Brazilian patients were 
compared with N-TN patients from the same region of Brazil, corroborating previous 
studies that associated the triple-negative phenotype with features of poor prognosis.   
 DNA copy number changes were observed in all the five genes studied and 
PTEN loss was the most frequently alteration in both TN and N-TN breast tumors. 
Besides, the analyzes between copy number alterations and clinic pathological 
parameters of patients showed that PTEN loss was significantly associated with 
advanced tumor grade (III) in the TN subtype. When the copy number changes of the 
five genes were compared between TN and N-TN, the high copy number of FGFR2 
gene was significantly associated with TN tumors. These findings corroborate 
previous studies that associate FGFR2 gene amplification with triple-negative 
phenotype, suggesting this gene as an important prognostic factor and possible 
therapeutic target for triple negative tumors. The frequencies of AKT1, AKT2, 
PIK3CA and PTEN alterations did not differ significantly between the two subtypes of 
breast cancer and may play a role in the development of both tumor subtypes.    
 Considering the crucial role that PI3K/AKT pathway plays in tumor progression 
and drug resistance among triple negative breast cancer patients, a better 
understanding of the genomic alteration of these genes provides relevant information 









O câncer de mama é a maior causa de morte por câncer na população feminina 
no mundo. No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 são de 52.680 novos casos, 
com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres (INCA/MS, 2012). 
Os tumores de mama triplo negativos (TN), subgrupo classificado pela  
imunohistoquímica pela ausência ou baixa expressão de receptores hormonais, de 
estrogênio (RE) e de progesterona (PR), e receptor tipo 2 do fator de crescimento 
epidermal humano (HER2), representam cerca de 10 a 17% de todos os tumores de 
mama. Estes tumores apresentam  uma história clínica agressiva, e conferem as 
pacientes alto risco de recorrência e desenvolvimento de metástases cerebrais 
(RODRIGUEZ-PANILLA et al., 2006; DENT et al., 2007).  
 As opções de tratamento para as pacientes portadoras destes tumores são  
limitadas e tem pouco impacto para o aumento da taxa de sobrevida livre da doença e 
sobrevida geral (CAREY et al, 2007). Devido ao fato dos tumores TN apresentarem 
baixa ou nenhuma expressão dos receptores moleculares descritos acima, estas 
pacientes não respondem de forma satisfatória as terapias alvo específicas 
direcionadas a estes marcadores, como a terapia endócrina (por exemplo o 
Tamoxifeno) e/ou a imunoterapia (por exemplo o Trastuzumab). Portanto é de grande 
relevância a identificação de novos marcadores moleculares para este subtipo tumoral 
para que novas terapias alvos sejam identificadas e possam ser adotadas com 
eficiência no tratamento destas pacientes.  Para alcançar este objetivo há um grande 
esforço da comunidade científica e clínica para identificar novos marcadores 
moleculares e seus respectivos inibidores têm sido  testados em ensaios clínicos.  
Entre os inúmeros agentes terapêuticos avaliados nestes ensaios, estão aqueles 
direcionados a marcadores moleculares que atuam principalmente nos  processo de 
reparo de DNA e de sinalização celular envolvidos na proliferação e progressão tumoral  
(por exemplo a via de sinalização PI3K/AKT) (GELMON et al, 2012). 
A via PI3K/AKT, estudada no presente trabalho, é uma importante via de 
sinalização intracelular envolvida em funções como crescimento, proliferação,  
sobrevivência,  angiogênese e  motilidade (KRAUSS, 2008). Uma série de estudos têm 
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demonstrado que a desregulação de muitos dos componentes desta via resultam em 
importantes consequências no desenvolvimento de tumores mamários e na resistência 
a agentes quimioterápicos utilizados no tratamento dos mesmos (NAGATA et al., 2004; 
HU et al., 2009;  KIRKEGAARD et al., 2010). No entanto existem poucos estudos na 
literatura sobre o envolvimento desta via na carcinogênese de tumores exclusivamente 
do subtipo TN. 
 Neste estudo temos como objetivo analisar a variação do número de cópias de 
cinco  genes (PIK3CA, AKT1, AKT2, PTEN, FGFR2) envolvidos na via de sinalização 
PI3K/AKT em uma amostra de 54 pacientes portadoras de tumor de mama TN. A 
frequências destas alterações foram comparadas com as de  uma amostra de 65 casos 
de câncer de mama do subtipo não-triplo negativo (N-TN), e com parâmetros clínico-
patológicos das pacientes. Dados epidemiológicos previamente coletados (OLIVEIRA 
et al, 2009) de 189 pacientes com tumores de mama N-TN foram também comparados 
aos das pacientes portadoras de tumores TN, para a identificação de marcadores 
clinico-patológicos que apresentem valor prognóstico independente para estes 
tumores. Estas análises, além de contribuirem para um melhor entendimento dos 
mecanismos genéticos envolvidos na etiologia deste subtipo tumoral, auxilia na 
potencial aplicação prognóstica e terapêutica destes marcadores para as pacientes 
portadoras de tumores TN.   
 Além disto, considerando-se que as taxas de incidência e mortalidade devida a 
estes tumores variam de acordo com o grupo étnico, sendo a população Latina uma 
das com maior prevalência (HINES et al., 2011; CHUANG et al., 2012), este trabalho 
proporcionará informações biológicas em relação aos marcadores da via PIK3/AKT 
diretamente relacionadas com o perfil biológico/genético desta população. 
Considerando que a investigação de marcadores prognósticos em subtipos tumorais 
mamários num grupo étnico/racial específico é pouco explorada, este tipo de análise é 
essencial para a avaliação dos marcadores estudados em relação ao seu potencial 
prognóstico e futura aplicação em ensaios clínicos e terapias alvo específicas destas 





2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1  EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER DE MAMA 
 
 O câncer da mama é o tipo de câncer que mais acomete as mulheres em todo o 
mundo, tanto em países em desenvolvimento quanto em países desenvolvidos 
(American Cancer Society - ACS, 2010).  
 Em 2012, estima-se, para o Brasil, 52.680 casos novos de câncer de mama, 
com um risco de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Com exceção do carcinoma de 
pele do tipo não melanoma, esse tipo de câncer também é o mais frequente nas 
mulheres das regiões Sudeste (69/100 mil), Centro-Oeste (48/100 mil),  Nordeste 
(32/100 mil) e Norte (19/100mil) (INCA/MS, 2012). 
Na região sul do país, o câncer de mama apresenta uma das mais altas taxas de 
incidência do Brasil, com uma estimativa de 65 novos casos a cada 100.000 mulheres. 
No estado do Paraná especificamente, são esperados 3.110 novos casos de câncer de 
mama, sendo 730 na cidade de Curitiba (cidade de onde as amostras deste estudo 
foram obtidas) (INCA/MS, 2012). 
 Entre os fatores de risco para o câncer de mama a idade avançada continua 
sendo o principal fator. Outros importantes fatores de risco estão relacionados com o 
histórico hormonal e reprodutivo da mulher (menarca precoce, menopausa tardia, 
terapia de reposicão hormonal, uso de contraceptivos  orais, nuliparidade, idade da 
primeira gestação a termo, história familiar de câncer de mama e a alta densidade do 
tecido mamário (INCA/MS, 2012).  
 Entre os fatores ambientais, a exposição a hidrocarbonetos aromáticos 
policíclicos presentes em grande quantidade na fumaça do cigarro, a ingestão de dieta 
gordurosa e o consumo elevado de álcool são considerados há décadas como os 







2.2  ASPECTOS GENÉTICOS DO CÂNCER DE MAMA 
 
De acordo com a teoria monoclonal do câncer, o desenvolvimento do câncer de 
mama é conseqüência de um processo de múltiplas etapas, resultado do acúmulo de 
alterações genéticas e  epigenéticas que ocorrem originalmente a partir de uma única 
célula (NUSSBAUM, 2008). As células tronco são alvos potenciais para o acúmulo 
dessas alterações. Acredita-se que um grupo de células com características 
semelhantes a células tronco normais, com capacidade para se diferenciar em células 
tumorais proliferativas, resistentes à quimio ou radioterapia, e que frequentemente 
expressam marcadores de superfície semelhantes as células tronco normais seriam as 
responsáveis pelo crescimento, progressão e recorrência tumoral (CLARKE e FULLER, 
2006; POLYAK e HAHN, 2006, NEUZIL et al., 2007). 
Duas classes principais de genes estão envolvidos no desenvolvimento do 
câncer: os proto-oncogenes e os genes supressores de tumor. Enquanto os primeiros 
promovem a proliferação celular ordenada, a atuação dos genes supressores de tumor 
mantém essa proliferação sob controle, restringindo o crescimento celular.  
Os proto-oncogenes são genes conservados evolutivamente e seus produtos 
são, em geral, reguladores da cascata de eventos que mantém a progressão ordenada 
do ciclo celular, divisão, crescimento e diferenciação celular.  Essa cascata de eventos 
ativa uma cadeia intracelular de sinais bioquímicos que resulta na ativação e repressão 
alternada de diversos genes (LOURO et al., 2002). Quando mutado, um proto-
oncogene se transforma em um oncogene, ocorrendo a perda do seu controle normal 
na regulação do crescimento, o que contribui para a proliferação aumentada de certos 
produtos protéicos e desregulação da divisão celular.   
Numerosos oncogenes são associados a diversos tipos de  neoplasias, como 
HRAS, MYC, SRC, EGFR, ERBB2, BCL2, ABL1 e MDM2 (KOPNIN, 2000). No câncer 
de mama em específico, os componentes oncogênicos do sistema de sinalização 
celular da cascata ERBB2 (do inglês: v-erb-b erythroblastic leukemia viral oncogene 
homolog 2) também conhecido como HER2 (do inglês: Human Epidermal Growth 
Factor Receptor-Type 2) estão frequentemente envolvidos.  
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A família gênica ERBB é composta por quatro tipos de genes que codificam os 
receptores de fator de crescimento epidermal: EGFR (HER1), ERBB2 (HER2), ERBB3 
(HER3) e ERBB4 (HER4). Cada um destes receptores é composto por um domínio 
extracelular, em que o ligante se associa a um segmento transmembrana α-hélice e um 
domínio intracelular tirosina quinase. A dimerização dos receptores é um requisito 
essencial para que ocorra a sinalização normal destes receptores. Esta associação 
pode ocorrer entre dois receptores ERBB diferentes (heterodímeros) ou entre duas 
moléculas do mesmo receptor (homodímeros) (BASELGA & SWAIN, 2009).  
A amplificação ou expressão aumentada  do gene HER2  é um dos mecanismos 
que pode causar o  aumento da transdução de sinal, através de processos de 
fosforilação e desfosforilação de proteínas transmembranas intermediárias e 
intracelulares, que dirigem a proliferação e sobrevivência da célula (ROSS et al., 2009). 
O heterodímero formado entre os receptores HER2/HER3 é considerado o mais ativo 
para a sinalização em tumores com amplificações de HER2. Em outra situação, HER2 
pode apresentar mutações pontuais ou pequenas deleções que originam receptores 
constitutivamente ativos, disponível para dimerização sem que haja associação a um 
ligante específico (BASELGA & SWAIN, 2009). 
Ao contrário dos proto-oncogenes, os genes supressores de tumor atuam 
regulando negativamente a proliferação celular ou positivamente a morte celular 
programada (apoptose), codificando proteínas que atuam na manutenção da 
integridade do genoma e protegendo as células de um crescimento desordenado. Essa 
classe de genes pode ser dividida em dois grupos de acordo com a função celular: 
Gatekeepers e Caretakers. Gatekeepers ou genes protetores (exemplos: RB1, APC, 
TP53) regulam diretamente o ciclo celular, enquanto Caretakers ou genes de 
manutenção (exemplos: MLH1, MSH2, PMS1, PMS2 e MSH6) atuam reparando danos 
no DNA, mantendo a integridade genômica (OLDENBURG et al., 2007). 
Alterações nos genes supressores de tumor determinam a perda de função e 
são consideradas recessivas no nível celular, uma vez que a função destes genes 
somente é perdida quando ambos os alelos são inativados (BIÈCHE et al., 1993). De 
acordo com a hipótese de KNUDSON (1971) dois eventos mutacionais são necessários 
para a inativação de um gene supressor de tumor. No caso dos cânceres hereditários a 
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primeira mutação é transmitida pela linhagem germinativa e a segunda é somática. No 
caso dos cânceres esporádicos as duas mutações ocorrem no tecido somático como 
eventos independentes. 
 Existem numerosos genes supressores de tumor identificados com a 
capacidade de, quando mutados, predispor ao câncer. Dentre eles estão o RB1, APC, 
TP53, ATM, PTEN, VHL, WT1, MLH1, MSH2, NF1, NF2, PMS1, PMS2 e MSH6, além 
dos genes BRCA1 e BRCA2 considerados como os principais na predisposição ao 
câncer de mama e/ou ovário hereditário (KOPNIN, 2000; BUNZ, 2008). 
Além das alterações no nível genético, alterações epigenéticas também podem 
alterar a expressão de genes críticos levando ao desenvolvimento do câncer 
(RODENHISER e MANN, 2006). Estas alterações compreendem mudanças na 
estrutura da cromatina que influenciam a expressão gênica e podem ocorrer por dois 
mecanismos principais: metilação do DNA e  acetilação de histonas. Alterações no 
padrão de metilação de ilhas CpG que ocorrem em regiões promotoras de genes 
supressores de tumor e de outros genes associados ao câncer podem contribuir para o 
silenciamento transcricional e, de modo geral, estar envolvidas na progressão de 
neoplasias (READ & DONNAI, 2007).   
 
2.3  CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DOS TUMORES MAMÁRIOS 
 
Estruturalmente a mama é formada pelo parênquima e pelo estroma mamário. O 
estroma é constituído por tecido conjuntivo, colágeno e tecido adiposo, e tem a função 
de sustentação da mama. O parênquima é constituído pela porção secretora (ácinos ou 
alvéolos), e é formado por 15 a 20 lobos mamários, cada um dos quais é constituído 
por um número variável de pequenos lóbulos. Estes consistem numa rede de ductos e 
de pequenos alvéolos, que são revestidos internamente por células luminais 
glandulares, e externamente por uma camada de células mioepiteliais basais 
(BIRNBAUM et al., 2004).  
As células luminais são responsáveis pela síntese e passagem do leite, 
enquanto que as células mioepiteliais formam os elementos contrácteis que permitem a 
ejeção do leite. Em menor número, também estão presentes células tronco epiteliais 
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mamárias, capazes de originar células luminais e miopiepiteliais e formar novas 
estruturas durante o desenvolvimento da mama (STINGL & CALDAS, 2007) (Figura 1). 
Essas células tronco estão situadas predominantemente nos ductos (VILLADSEN et 
al., 2007) e são responsáveis pela formação de novas estruturas durante o 
desenvolvimento da mama (DONTU et al., 2003; ALLRED et al., 2004). 
Acredita-se que essas células tronco bipotentes são possivelmente o sítio de 
origem das neoplasias, podendo seguir duas vias de evolução: a luminal-glandular que 
dá origem aos tumores de subtipo luminal, e a mioepitelial que dá origem aos tumores 




Figura 1.  Estrutura interna da Mama. Estão identificados lóbulos, ductos, aréola, mamilo, 
tecido adiposo e tecido conjuntivo. Ampliado: lóbulos e ductos, e suas respectivas células 







As células luminais e mioepiteliais podem ser distinguidas de acordo com o perfil 
de citoqueratinas (CKs) que expressam. Essas proteínas são constituintes do 
citoesqueleto das células epiteliais e sua distribuição é específica para cada subtipo de 
epitélio permitindo que sejam utilizadas como marcadores de sua diferenciação.  
Assim, os diferentes tipos celulares juntamente com a porção estromal formam o 
microambiente mamário. Este é controlado por um complexo sistema de fatores como 
hormônios, que agem  através de seus receptores. As respostas aos estímulos 
hormonais produzem as vias de sinalização que são responsáveis pela regulação e 
estimulação celular do tecido mamário (COURTILLOT et al., 2005). Um desequilíbrio 
nesse microambiente pode resultar em anomalias no desenvolvimento da glândula, 
doenças inflamatórias, alterações fibrocísticas ou neoplasias malígnas (VARGO-
GOGOLA e ROSEN, 2007).  
  Na maior parte dos casos de neoplasias mamárias a proliferação celular 
desordenada se inicia em células de revestimento dos ductos e lóbulos mamários, 
sendo os carcinomas correspondentes denominados de ductais (CD) e lobulares (CL), 
respectivamente. Outras doenças da mama ocorrem em outros tipos celulares menos 
comuns e causam os carcinomas do tipo mucinosos, inflamatórios, medulares, 
tubulares, papilares e filóides (GUIMARÃES, 2008).  
 As primeiras lesões aparentes no tumor constituem as hiperplasias, onde as 
células epiteliais apresentam alterações morfologicas (no entanto, sem atipia citológica) 
e podem apresentar alterações genéticas. Com a progressão da doença para a forma 
de carcinoma in situ (CIS), a atipia citológica torna-se proeminente, com aumento 
significativo no índice mitótico e nas alterações genéticas.  Os carcinomas in situ são 
caracterizados por apresentarem proliferação de células que permanecem restritas aos 
ductos ou lóbulos mamários. Dentro deste grupo, os carcinomas ductais in situ (CDIS) 
podem ser subclassificados seguindo padrões histomorfológicos do tecido, com os 
tipos mais freqüentes designados comedo, cribiforme, micropapilar, papilar e sólido 
(BATEMAN, 2007). 
 O CDIS apresenta uma incidência de cerca de 23% nos tumores de mama 
identificados, enquanto os carcinomas lobulares in situ (CLIS) ocorrem em 
aproximadamente 3% das pacientes. A evolução destas neoplasias pode ser muito 
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variável e nem todos os CIS evoluem para o perfil invasor. O risco de invasividade, no 
entanto, é maior em mulheres que apresentam um CIS primário (EHEMAN et al., 
2009).  
 O diagnóstico de um carcinoma invasivo, ao contrário do in situ, é determinado 
pela capacidade de invadir a membrana basal e metastatizar para sítios distantes 
(BATEMAN, 2007). Os carcinomas ductais invasivos (CDI) são os mais freqüentes e 
compreendem 65 a 80% dos casos de câncer de mama. Estes podem variar em 
tamanho, aparência e consistência, dependendo da composição da lesão. O carcinoma 
lobular invasor (CLI) abrange cerca de 10% de todos os carcinomas de mama 
diagnosticados. Algumas neoplasias mistas, ductal/lobular, também são observadas na 
população com taxas variadas de incidência (EHEMAN et al., 2009).  
 
 
2.4  FATORES PROGNÓSTICOS CONVENCIONAIS 
 
 Os fatores prognósticos para o câncer de mama são principalmente os: 
anatômicos (tamanho do tumor, comprometimento de linfonodos e subtipos 
histológicos); características patológicas quantitativas (grau histológico, necrose 
tumoral e índice mitótico); responsividade endócrina (receptores hormonais de 
estrogênio e progesterona); fatores moleculares específicos reguladores do 
crescimento tumoral (oncogenes e genes supressores tumorais); e os fatores preditivos 
de metástases específicos para os diferentes órgãos (revisado em OLIVEIRA et al., 
2009).  
 Dentre estes a presença de metástases nos linfonodos axilares é um dos fatores 
prognósticos mais importante para pacientes com câncer de mama em estágios iniciais 
(VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). De acordo com o relatório publicado pelo grupo 
colaborativo “Early Breast Cancer trialists” (SAUTTER-BIHL et al., 2012) 50% das 
pacientes com envolvimento de linfonodos no momento do diagnóstico desenvolverão 
metástases à distância num período de até 5 anos. No entanto, mais de 30% das 
pacientes linfonodo negativas e 15 a 25% das que apresentam pequeno tamanho 
tumoral e linfonodos negativos no diagnóstico apresentam chance de desenvolvimento 
metastático (HEIMAN & HELLMAN, 2000; HEIMANN, MCBRIDE & HELLMAN, 2000).  
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 A idade da paciente, tamanho e grau  do tumor  estão entre os parâmetros 
clínico-patológicos que mais se relacionam com o desenvolvimento metastático 
(BOLLET et al., 2007). Tradicionalmente a identificação de metástases era realizada 
através da completa dissecção axilar (DA), uma técnica que apresentava grande 
morbidade e diminuição da qualidade de vida das pacientes.  No final dos anos 90, a 
introdução da biópsia do linfonodo sentinela (BLS) trouxe um grande avanço para a 
cirurgia de estadiamento axilar do câncer de mama (MABRY & GIULIANO, 2007).  
 O linfonodo sentinela (LS) é considerado o primeiro linfonodo acometido pelas 
células metastáticas e quando isto ocorre há indicação para a dissecção axilar 
completa (QUAN & MCCREADY, 2009). Se o exame histológico desse linfonodo não 
revela células tumorais assume-se que o tumor está limitado ao seu sítio primário na 
mama. Este procedimento técnico diminui consideravelmente a morbidade das 
pacientes e elimina os sintomas causados pela técnica tradicional, como linfodema, 
inchaço, dor e diminuição da mobilidade do braço (CANAVESE et al., 2009)  
 Um grande número de pacientes tem sido submetidos a biópsia do LS nos 
últimos anos como parte de ensaios clínicos para determinar a sua viabilidade, 
precisão e segurança (FANT et al., 2003; STEEGERS et al., 2008). Os resultados 
desses ensaios demonstram que essa técnica é altamente precisa podendo detectar 
células tumorais com sensibilidade de 95% e especificidade em torno de 100%  
(STEEGERS et al., 2008). 
 
2.5  CLASSIFICAÇÃO DOS TUMORES MAMÁRIOS 
 
2.5.1  Classificação “Tradicional” 
  
 Tradicionalmente, a classificação dos tumores mamários é realizada através do 
sistema TNM, onde T se refere à extensão do tumor primário, N à ausência ou 
presença de metástase em linfonodos regionais, e M à ausência ou presença de 
metástase à distância. Este sistema baseia-se, de forma geral, na extensão anatômica 
da doença, que é determinada clínica e histologicamente (quando possível), e segue 
padrões estabelecidos pela União Internacional de Combate ao Câncer (UICC, 2010).  
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O grau de diferenciação histológico do tumor também é utilizado na classificação 
tumoral, e representa a correlação das estruturas morfológicas dos tumores com seu 
grau de malignidade. Avalia principalmente três características morfológicas: formação 
tubular, pleomorfismo nuclear e atividade mitótica. Estes critérios de graduação são 
aplicados a todos os tipos de tumores invasivos, exceto o carcinoma medular. O grau 
histológico reflete o potencial de malignidade do tumor indicando a sua maior ou menor 
capacidade de metastatização. Considera-se: 
• grau I (baixo) – bem diferenciado e com melhor prognóstico 
• grau II (intermediário) – moderadamente diferenciado  
• grau III (alto) – pouco diferenciado e com pior prognóstico 
 
Outros fatores clínico-histopatológicos, como idade da paciente, tamanho do 
tumor, análise de receptores de estrogênio (RE) e progesterona (RP) e HER2 também 
são considerados.  
 A combinação desses fatores tem sido utilizada na prática clínica para classificar 
as pacientes dentro das categorias de risco  atualmente aceitas, entre elas estão as 
diretrizes da  National Comprehensive Cancer Network (NCCN) 
(LANDERCASPER, DIETRICH e JOHNSON, 2006), as recomendações do consenso 
de St. Gallen (GOLDHIRSCH et al., 2007) e o prognóstico Nottingham (LUNDIN et al., 
2007). No entanto, a heterogeneidade dos tumores de mama combinado à baixa 
sensibilidade de alguns dos fatores preditivos convencionais, limitam a capacidade de 
distinguir diferenças fenotípicas que podem apresentar importantes implicações 
terapêuticas.  
 
2.5.2  Classificação Molecular  
 
Os inúmeros estudos de análises de expressão gênica realizados nos últimos 
anos, através das técnicas de microarranjos,  têm fornecido novas perspectivas na 
clínica e na pesquisa do câncer de mama. Estas metodologias têm revelado, 
principalmente ao nivel molecular, a notável complexidade e heterogeneidade genética 
12 
 
entre os tumores mamários, como claramente demonstrado pela alta variação de 
padrões da expressão gênica tumoral (revisado em REIS-FILHO & PUSZTAI, 2011).  
Estes estudos demostram que os padrões de expressão gênica podem redefinir a 
classificação tradicional dos tumores de mama em diferentes subtipos, o que representa 
uma melhora significativa nos métodos tradicionais de classificação dos tumores. A 
partir deles foram traçadas assinaturas de genes com significado prognóstico que 
permitem o redirecionamento e customização de terapias (REIS-FILHO & PUSZTAI, 
2011). 
O estudo pioneiro realizado por PEROU e colaboradores (2000) estabeleceu a 
base para a atual classificação molecular. Neste estudo os tumores mamários foram 
classificados em quatro subtipos moleculares de acordo com o perfil de expressão 
gênica que apresentavam: luminal, semelhante ao normal, HER2 e basal. 
Subsequentemente estudos realizados pelo mesmo grupo demonstraram a divisão do 
subtipo luminal em pelo menos outros dois subgrupos (Luminal A e B)  (PEROU et al, 
2000; SORLIE et al, 2001; REIS-FILHO et al, 2006,  MARCHIÒ & REIS-FILHO, 2008)  
(Figura 2).  
 
 
Figura 2. Classificação Molecular do Câncer de Mama. a| Classificação dos tumores de 
acordo com o status do receptor de estrogênio (RE) b| Dendograma que mostra a classificação 
em cluster dos tumores mamários em 5 subtipos tumorais. Ramos em cinza indicam tumores 
que não se correlacionam com nenhum dos subgrupos. Fonte: modificado de REIS-FILHO et 
al, 2006.  
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 As principais características destes cinco subtipos moleculares são: 
 
Tumores RE positivos:  
 
Tumores luminais. Possuem perfil semelhante ao das células luminais do epitélio 
mamário normal. Expressam citoqueratinas (CKs) de baixo peso molecular incluindo 
CK7, CK8, CK18 e CK19 e moléculas de adesão celular epitelial (RAKHA, REIS-FILHO 
e ELLIS, 2008). Este subgrupo foi estratificado em luminal A e B por apresentarem 
expressão gênica distinta e diferentes comportamentos clínicos. Os tumores luminais A 
apresentam alta expressão de RE e genes relacionados ao RE, enquanto os tumores 
luminais B apresentam alta expressão de genes relacionados ao ciclo celular e 
proliferação e expressam a proteína HER2 (SORLIE et al, 2001, MARCHIÒ & REIS-
FILHO, 2008). 
 
Tumores “semelhante ao normal”. O perfil de expressão gênica é similar ao do 
parênquima mamário normal e fibroadenomas. Estes tumores podem sobreexpressar 
genes de células basais e subexpressar genes luminais epiteliais. Os carcinomas 
lobulares invasores podem apresentar este perfil (MARCHIÒ & REIS-FILHO, 2008). 
 
Tumores RE negativos:  
 
Tumores HER2 positivos. São caracterizados pela alta expressão de genes 
relacionados à amplificação do HER2 (MARCHIÒ & REISFILHO, 2008). 
 
Tumores de fenótipo basal. São caracterizados pela presença de células mioepiteliais 
que expressam CK5/6, CK14, CK17, vimentina, EGFR (receptor do fator de 
crescimento epidermal; do inglês: epidermal growth factor receptor)  e possuem alta 
taxa proliferativa, medida principalmente pela expressão da proteína Ki67, um 
marcador de proliferação celular. Este subgrupo normalmente apresenta perda das 
citoqueratinas observadas no subgrupo luminal e frequentemente apresentam perda de 
RP e HER2 (RAKHA e ELLIS, 2009). 
14 
 
 Os tumores basais possuem o maior grau de heterogeneidade molecular  dentre 
os demais subgrupos, apresentando também pior prognóstico clínico: frequentemente 
apresentam alto grau histológico e associações com mutações nos genes BRCA1 e 
TP53 (ROUZIER et al, 2005, SEAL & CHIA, 2010).  
 
Dois novos subtipos tumorais têm sido recentemente incluídos na classificação 
molecular: claudina baixa (do inglês: claudin low), e apócrino molecular (do inglês: 
molecular apocrine).   
 
Tumores claudina baixa. As claudinas são proteínas de junção intercelular. Estes 
tumores caracterizam-se pela baixa expressão das claudinas 3, 4 e 7 e e-caderina, 
uma glico-proteína de adesão celular dependente de cálcio. Além disso, recentes 
estudos demonstram que este subtipo tumoral apresenta perda de características 
comuns das células epiteliais e apresenta muitas características das chamadas células 
tronco iniciadores de tumor. Comparado aos demais subgrupos, os tumores claudina 
baixa apresentam baixa expressão de HER2 e marcadores luminais (RE, RP, GATA3, 
CK18 e CK19), e cerca de 61 a 71%  apresentam fenótipo triplo negativo.  
  Apesar da aparente similaridade com os tumores basais, esse subtipo não 
expressa altos níveis de genes de proliferação e são tumores de ciclo proliferativo mais 
lento  (HERSCHKOWITZ et al., 2007; PRAT et al., 2010). 
 
Tumores apócrino molecular. São tumores RE negativos, receptor de androgênio 
(RA) positivo e que compartilham algumas características com o grupo HER2. 
Possuem alta frequência de amplificação do gene HER2 e  características apócrinas 
em exame histológico, porém apresentam-se como um grupo que possui sua própria 
assinatura gênica, daí o nome: apócrino molecular. (MACGROGAN et al., 2005).  
 A tabela 1 resume as principais características dos sete grupos de câncer de 






Tabela 1. Características dos grupos moleculares de câncer de mama.  








RE+: 91–100% GI/II: 70–87% Baixo FOXA1  Bom 
RP+: 70–74% GIII: 13–30%       
HER2+: 8–11%         
Ki67: baixa expressão         
Marcadores basais:  -         
Luminal B 
RE+: 91–100% GI/II: 38–59% Alto Amplificação de 
FGFR1 e ZIC3  
Pobre 
RP+: 41–53% GIII: 41–62%    
HER2+: 15–24%     
Ki67: alta expressão     
Marcadores basais:  -     
Basal 
RE+: 0–19% GI/II: 7–12% Alto RB1: baixa/–   Pobre 
RP+: 6–13% GIII: 88–93%    CDKN2A: alta   
HER2+: 9–13%     BRCA1: baixa/–    
Ki67: alta expressão     Amplificação do 
gene FGFR2 
  
Marcadores basais:  +       
HER2 
RE+: 29–59% GI/II: 11–45% Alto GRB7: alta Pobre 
RP+: 25–30% GIII: 55–89%     
HER2+: 66–71%      
Ki67: alta expressão      
Basal markers: –/+      
Semelhante 
ao Normal  
RE+: 44–100% GI/II: 37–80% Baixo/ Médio   Intermediário  
RP+: 22–63% GIII: 20–63%       
HER2+: 0–13%         
Ki67: baixa/média          
Marcadores basais: –/+         
Claudina 
Baixa  
RE+: 12–33% GI/II: 62–23% Médio/alto CDH1: baixa/– Intermediário 
RP+: 22–23% GIII: 38–77%  Claudinas: baixa/–   
HER2+: 6–22%     
Ki67: expressão média     





Alto Receptor de 
androgênio: + 
Pobre 
RP–     
HER2 +/–     
Ki67: alta expressão     
Marcadores basais: –/+     
Legenda. Os termos baixa, média e alta referem-se a expressão das proteínas. 








2.5.3 Implicações Prognósticas e Terapêuticas 
 
 Como resultado dos estudos moleculares acima descritos, uma série de perfis 
de expressão gênica ou alterações moleculares específicas foram identificados e  
diretamente relacionados a determinação de um prognóstico e resposta ao tratamento 




Figura 3. Prognóstico para cada subtipo tumoral representado por gráfico de sobrevida. 
Os subtipos HER2 e basal conferem um pior prognóstico, enquanto que o subtipo luminal A 
confere um prognóstico mais favorável. Fonte: modificado de VARGO-GOGOLA e ROSEN, 
2007. 
 
O trabalho de Vant’veer et al (2002) propôs uma análise de assinatura gênica 
capaz de identificar grupos de pacientes com bom prognóstico e baixo risco de 
desenvolvimento de metástase em cinco anos após o diagnóstico. Baseado na 
assinatura de 70 genes com perfis de expressão diferencial, estes autores separaram 
as pacientes em 2 grupos de acordo com o prognóstico: bom e desfavorável. Entre os 
genes que se apresentaram positivamente regulados no grupo de pacientes com 
prognóstico desfavorável encontram-se genes envolvidos com o ciclo celular, 
angiogênese, invasão, metástase e transdução de sinal, como CYCLIN E2, MCM6, 
MMP9, MP1, RAB6B, PK428, ESM1 e VEGF. Estudos subsequentes confirmaram a 
reprodutibilidade deste painel de 70 genes como preditor de prognóstico independente 
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dos marcadores tradicionais clínico-patológicos (KRAG & WEAVER, 2002; BACKUS et 
al., 2005).  
Esta análise de validação levou ao desenvolvimento do teste comercial 
MammaPrint desenvolvido pela companhia Agendia (Amsterdam, the Netherlands) 
(GLAS et al., 2006). Este teste foi aprovado pela agência de regulamentação sanitária 
dos EUA, o FDA (do inglês: Food and Drug Administration) para uso em pacientes com 
menos de 61 anos de idade, linfonodo negativas e que apresentam tamanho tumoral 
menor que 5cm.  
Outro painel prognóstico disponível comercialmente é o OncotypeDx (Genomic 
Health Inc, Ca). Este ensaio foi baseado nos resultados de 250 genes diferencialmente 
expressos (PAIK et al., 2004) e testado inicialmente em pacientes do Projeto Nacional 
de Cirurgias Adjuvantes de Mama e Cólon (NSABP B-20) (NSABP, 2006). Depois de 
análises estatísticas e validações clínicas, 21 genes (16 relacionados ao câncer e 5 
genes de referência) foram selecionados e seu perfil de expressão foram traduzidos em 
um valor denominado razão de recorrência - RS (do inglês: Recurrence Score). Este 
valor é usado para classificar as pacientes em três grupos, de acordo com o risco de 
desenvolvimento de metástases: risco baixo (RS <18), intermediário (RS ≥18 and <31), 
e alto (RS ≥31) (PAIK et al., 2004). O estudo de validação foi realizado em pacientes 
linfonodo negativas, RE positivas, e que foram tratadas com tamoxifen (HABEL et al., 
2006).  Estudos subsequentes têm demonstrado a utilidade clínica deste ensaio como 
parâmetro prognóstico independente em pacientes RE positivas e linfonodo positivas 
que receberam quimioterapia adjuvante e pacientes pós menopausa com tumores RE 
positivo tratadas com inibidores de aromatase  (DOWSETT et al., 2010).  
 
2.6 TUMORES DE MAMA TRIPLO NEGATIVOS  
 
O termo triplo negativo (TN) define um grupo biológico de tumores 
caracterizados pela ausência ou baixa expressão dos receptores de estrogênio (RE),   
progesterona (RP) e HER2. Representam cerca de 10-17% de todos os cânceres de 
mama e são mais comumente observados em mulheres jovens (< 50 anos), de 
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ascendência africana e hispânica e em portadoras de mutacões no gene BRCA1 
(BAUER et al., 2007; MORRIS et al., 2007). 
Tumores triplo negativos são caracterizados por uma história clínica agressiva e 
conferem um prognóstico desfavorável as pacientes, as quais apresentam risco maior 
de recorrência e óbito em comparação com mulheres com outros tipos de câncer de 
mama (DENT et al., 2007; REIS-FILHO et al., 2008).  Pacientes com fenótipo TN 
apresentam elevada taxa de desenvolvimento de metástases visceral e cerebral 
(TSUDA et al., 2000; RODRIGUEZ-PANILLA et al., 2006).  A recorrência desses 
tumores  ocorre principalmente no período de 1 a 4 anos após o diagnóstico, 
diminuindo rapidamente após esse período, não sendo observada após 8 anos de 
seguimento (DENT et al., 2007).  
Tumores triplo negativos assim como os basais são freqüentes em mulheres 
portadoras de mutação no gene BRCA1 (LAKHANI et al., 2002; FOULKES et al., 2003), 
compartilhando algumas características patológicas e moleculares associadas à perda 
deste gene como: alto grau histológico, ausência de receptores para  RE e HER2 , alta 
expressão das proteínas  EGFR e CK5/6, elevada taxa de mutações no gene TP53, 
amplificações no oncogene C-MYC (em 53% dos casos) e alta freqüência de  
alteracões citogenéticas (CROOK et al., 1997; 1998; GRUSHKO et al., 2004; TURNER 
et al., 2006; 2007).  
Considerava-se que os tumores TN e basais seriam sinônimos  (KREIKE et al., 
2007). No entanto, o diagnóstico triplo negativo depende dos resultados de expressão 
de apenas 3 genes obtidos principalmente através de técnicas de imunohistoquímica, 
enquanto que a definição rigorosa de tumor basal depende dos resultados de 
expressão de cerca de 500 genes através de análises de RNAm.  
Esta classificação dos tumores basais é inviável para a prática clínica, assim têm 
sido proposto que o seu diagnóstico seja baseado nos resultados das anállises de 
cinco marcadores: além dos resultados de RE, RP e HER2 inclui-se a análise de EGFR 
e das citoqueratinas 5/6. Segundo NIELSEN et al. (2004) a determinação da 
positividade dos marcadores EGFR e CK5/6 juntamente com o fenótipo TN 




Assim, o que se observa é que apesar de uma parcela significativa dos tumores 
TN serem do subtipo basal, até 44% deles podem ser completamente negativos para 
todos os marcadores basais apresentando comportamento biológico distinto. 
Similarmente, até 45% dos tumores classificados como basais são não-triplo negativos 
(RUIJTER et al., 2011).  
Evidências indicam que os tumores triplo negativos e basais se desenvolvem 
principalmente através de vias relacionadas ao gene BRCA1. Mutações somáticas que 
contribuem para o desenvolvimento dos tumores basais não-TN e TN-não basais 
possivelmente não estão relacionados à esta via, mas podem se originar 
aleatoriamente devido ao aumento de instablidade genômica característica desses 
tumores. Segundo esta hipótese, apenas os tumores TN-basais podem ser 




Figura 4. Origem e vias relacionadas aos diferentes tipos de tumores triplo negativos e 





2.6.1 Heterogeneidade Molecular dos Tumores TN 
 
 LEHMANN et al. (2011) analisando a expressão gênica de 21 bancos de dados 
de câncer de mama reforçaram a hipótese  de que os tumores TN são um grupo 
heterogêneo formado por vários subtipos moleculares. Análises de agrupamentos 
gênicos revelaram que os triplo negativos são compostos por  seis subtipos estáveis 
que possuem diferentes padrões de expressão gênica. São eles:  
BL1. Semelhante ao basal 1 (do inglês: Basal Like 1): expressam genes envolvidos no 
ciclo celular, replicação do DNA e resposta a danos. A natureza proliferativa deste 
subtipo é evidenciada pela alta expressão de MK167 e Ki-67, sugerindo que as 
pacientes se beneficiariam de agentes, como os anti-mitóticos, que têm como alvo 
preferencial tumores altamente proliferativos. 
BL2. Semelhante ao basal 2 (do inglês: Basal Like 2):  também expressa genes de 
proliferação celular e resposta a danos no DNA mas, exclusivamente, apresenta a 
expressão dos receptores de fatores de crescimento como EGFR e EPHA2 (receptor 
de célula epitelial tirosina quinase).  
IM. Imunomodulador (do inglês: Immunomodulatory): expressa genes relacionados aos 
processos imunes como as vias TH1/TH2, via de sinalização das células natural Killer 
(NK), das células dendríticas, e dos receptores de células B (BCR) e T (TCR), entre 
outras.  
M. Mesenquimal (do inglês: Mesenchymal): apresenta a expressão de genes de vias de 
sinalização envolvidas na motilidade celular e diferenciação celular, como as vias Wnt e 
TGF-Beta. 
MSL. Mesenquimal tronco (do inglês: Mesenchymal stem-like): apresenta expressão de 
genes com funções biológicas semelhantes ao subtipo M, incluindo motilidade, 
diferenciação e crescimento celular. Entretanto, exclusivo a este subgrupo, é a 
expressão de genes componentes e relacionados à via de sinalização do fator de 
crescimento que inclui: metabolismo do inositol fosfato, EGFR, PDGF entre outros. 
Outra diferença é que o subgrupo MSL, ao contrário do subgrupo M, expressa baixos 
níveis de genes de proliferação.  
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LAR. Luminal receptor de androgênio (do inglês: Luminal androgen receptor): este 
subtipo tumoral é o que apresenta maior diferença entre os demais subgrupos. 
Caracteriza-se por ser RE negativo, porém seu perfil de expressão gênica está muito 
relacionada a vias reguladas por hormônios, incluindo síntese de esteróides e 
metabolismo de androgênio e estrogênio.  
 
Os subtipos BL1, BL2 e M apresentam altos níveis de expressão de 
citoqueratinas basais, enquanto o subtipo LAR possui alta expressão de citoqueratinas 
e outros marcadores luminais.  LEHMANN et al. (2011) também demonstraram que a 
sobrevida livre da doença e o surgimento de metástases a distância diferem entre 
esses subtipos de tumores TN ressaltando a importância desta subclassificação. 
Em resumo, a desregulação de importantes vias de sinalização celular 
possivelmente está envolvida na etiologia dos tumores triplo negativos (Figura 5). O 
entendimento desses mecanismos bem como dos efeitos biológicos da 
heterogeneidade molecular que abrange estes tumores é de fundamental importância 
para o desenvolvimento de novas terapias efetivas.  
 
 
Figura 5.  Vias de sinalização que se encontram frequentemente alteradas em tumores 




2.7 RECEPTOR EGFR E A VIA DE SINALIZAÇÃO PI3K/AKT 
 
O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) também conhecido como 
ERBB-1/HER1 é um receptor de superfície celular membro da família dos receptores 
ERBB que inclui HER2 (ERBB-2), HER3 (ERBB3) e HER4 (ERBB4). EGFR é ativado 
por  ligantes específicos, entre eles o fator de crescimento epidermal, anfiregulina e 
fator α transformante de crescimento (TGFα) e atua direta ou indiretamente na 
transdução de sinais que regulam a expressão de genes envolvidos em sobrevivência, 
proliferação, migração e diferenciação celular (NYATI et al., 2006).  
A desregulação de EGFR e suas vias de sinalização apresenta função central na 
etiologia e progressão de tumores sólidos, entre eles o câncer de mama (ARTEAGA et 
al., 2002; MILANEZI et al. 2008), tendo sido caracterizado nos últimos anos como um 
importante alvo terapêutico.   
Estudos têm mostrado que os efeitos do EGFR são mediados principalmente  
através da via de sinalizacão PI3K/AKT. Uma vez ativado por seus ligantes específicos, 
EGFR desencadeia a cascata de sinalização que ativa a enzima PI3K, importante 
componente desta via (NYATI et al., 2006; ZHOU et al., 2006).   
A enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)  (do inglês: phosphatidylinositol 3-
kinase) pertence à família das quinases lipídicas e é formada por uma subunidade 
catalítica (p110) e uma subunidade regulatória (p85).  Através de sinais extracelulares 
PI3K é transferida para a membrana onde fosforila PIP2, que é convertido em PIP3. 
Este, funciona como segundo mensageiro intracelular e regula a localização e ativação 
de outras proteínas intracelulares, entre elas AKT (KRAUSS, 2008).   
O gene PIK3CA codifica a subunidade de 110-kDa da enzima PI3K. Mutações 
que causam o expressão aumentada do gnene e o aumento de número de cópias são 
frequentemente descritos em vários tipos de câncer (LARRAMENDY et al., 2000; 
SAMUELS et al., 2004).  
A família AKT é composta por três proteínas: AKT1, AKT2 e AKT3, as quais são 
codificadas por três genes diferentes (DATTA et al., 1999), que são expressos 
constitutivamente nas células em níveis que  variam de acordo com o tecido. A 
ativação de AKT ocorre na membrana através da sua fosforilação pela proteínas PDK1 
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e PDK2, e depende da disponibilidade intracelular de PI3K. Após sua ativação, AKT 
passa a ter localização citoplasmática e nuclear (BORGATTI et al., 2000) e seus 
substratos regulam vários processos celulares incluindo apoptose, proliferação, 
diferenciação, metabolismo e angiogênese (STOKOE, 2001; VIVANCO et al., 2002). 
AKT regula positivamente fatores anti-apoptóticos e negativamente fatores pró-
aptóticos e possui amplo espectro de ação ao promover ou impedir a ação de diversas 
proteínas relacionadas ao ciclo celular, entre elas, P21, P27, ciclina D1, MDM2 e P53 
(ZHOU et al., 2001). 
Foi observado que as vias de sinalização das proteínas AKT encontram-se 
frequentemente ativadas em muitas neoplasias humanas. Essa ativação pode ocorrer 
tanto pela amplificação do gene ou como resultado de mutações em componentes que 
sinalizam a sua ativação (NICHOLSON & ANDERSON, 2002).  
Outro componente importante da via PI3K/AKT é a proteína PTEN (Homólogo 
da fosfatase e tensina, do inglês: phosphatase and tensin homolog), uma fosfatase 
lipídica que possui como principal substrato o PIP3. Essa enzima  possui efeito reverso 
a PI3K, uma vez que sua função é a desfosforilação e consequente inativação de PIP3 
no mesmo sítio que este  é fosforilado pela PI3K (O’REILLY et al., 2006). Dessa forma, 
o gene PTEN atua como supressor tumoral impedindo a proliferação celular através da 
inibição da via PI3K/AKT (Figura 6). 
O gene PTEN é também conhecido como MMAC1 (do inglês: Mutated in Multiple 
Advanced Cancers) e está mapeado em 10q23.  Além de atuar como antagonista na 
via PI3K/AKT, estudos sugerem que o gene PTEN atue na regulação de células tronco  
(PEREZ-TENORIO e STAL, 2002).  
A perda da atividade de PTEN devido a deleções ou silenciamento por metilação 
do seu promotor é encontrada com alta frequência em cânceres humanos (BLANCO-
APARICIO et al., 2007). Nos tumores mamários a perda ou diminuição da sua 
expressão estão também associados à resistência a agentes terapêuticos 






Figura 6. Via de Sinalização PI3K/AKT.  Fonte: Modificado de NYATI et al., 2006. 
 
  
 Outros componentes da via PI3K/AKT incluem os fatores de crescimento  a 
fibroblastos (FGFs, do inglês: fibroblast growth factors) e seus receptores (FGFRs, do 
inglês: fibroblast growth factors receptors). Estes, possuem importante função na 
regulação da proliferação celular, sobrevivência, migração e diferenciação durante o 
desenvolvimento e vida adulta. No câncer, a ativação de FGFRs é causada por 
diversos mecanismos como amplificação gênica, translocação cromossômica e 
mutações de ponto.  A família FGF consiste de 18 moléculas que se ligam com alta 
afinidade a quatro receptores homológos: FGFR1-FGFR4. Após a ativação mediante 
esta ligação, várias vias de sinalização celular são ativadas, entre as mais importantes 
estão as vias Ras/MAPK e PI3K/AKT (WESCHE, HAGLUND & HAUGSTEN, 2011).  
Em análises por aCGH (hibridização genômica comparativa por microarranjo, do 
inglês: array-Comparative Genomic Hybridization) e de expressão gênica em 55 
amostras de tumores de mama triplo negativos, TURNER et al (2010) apresentaram 
um painel de 40 genes com expressão significativamente aumentada por amplificação 
gênica. Dentre eles encontra-se o gene FGFR2, mapeado em 10q26.3. Os autores 
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demonstraram que o tratamento com inibidores de FGFR em linhagens celulares com 
amplificação de FGFR2  induz apoptose por inibição da via PI3K/AKT demonstrando a 
importância deste gene como potencial alvo terapêutico (TURNER et al., 2010). 
De acordo com o acima apresentado, pode-se concluir que a ativação da via 
PI3K/AKT ocorre por vários mecanismos, incluindo mutações nos genes analisados 
neste estudo (Figura 7). 
 
Figura 7. Mecanismos de ativação da Via PI3K/AKT em tumores de mama. Fonte: A autora. 
  
 
 Além disso,  as alterações genômicas também apresentam relevância 
terapêutica. Ainda que muitos membros da via PI3K estejam frequentemente alterados 
em câncer de mama, a investigação dos genes que fazem parte desta via pode auxiliar 
no desenvolvimento de terapias alvo efetivas.  De fato, estudos vêm demonstrando que 
a inativação da via PI3K/AKT é de extrema importância para que a resistência à 
quimioterapia e a radioterapia seja superada.  
Como exemplo pode-se citar a droga trastuzumab  (Herceptin®; F. Hoffmann-La 
Roche, Basel, Switzerland) . Este anticorpo monoclonal liga-se à porção extracelular do 
receptor HER2 mediando uma citotoxicidade anticorpo-dependente em células que 
superexpressam o gene HER2. Outro efeito do medicamento é a ativação da proteína 
PTEN e a consequente inativação da via sinalizada por PI3K (NAGATA et al., 2004). A 
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ligação ao receptor HER2 suprime a ação da molécula SRC sobre PTEN que 
permanece desfosforilado e impede que PI3K dê início à via sinalizadora  que 
culminará na ativação de AKT (Figura 8).   
 
 
Figura 8. Ação do medicamento Trastuzumab na Via PI3K/AKT. A] Tumorigênese.  A 
superexpressão do receptor HER2 desencadeia a sua ativação através da fosforilação; como 
resultado SRC kinase e PI3K são mantidos no seu estado ativo, PTEN é inativado 
desencadeando a cascata de sinalização proto-oncogênica que inclui AKT e Mtor. B] 
Supressão Tumoral na presença de Trastuzumab. O medicamento impede a ativação de HER2 
e SRC, PTEN permanece no seu estado ativo inativando a via. C] Ausência da proteína PTEN. 
Tumorigênese e resistência ao tratamento com Trastuzumab. Fonte:  PANDOLFI, 2004.  
 
 
2.8 ESTUDOS DE VARIAÇÃO E ALTERAÇÃO DE NÚMERO DE CÓPIAS NO DNA 
 
A variação do número de cópias (CNV, do inglês: copy number variation) é 
definida quando um determinado segmento no genoma humano apresenta ganhos ou 
perdas do material genético. Neste caso, as alterações que representam mais de duas 
cópias são consideradas ganhos e aquelas que representam menos de duas cópias 
determinam as perdas. As CNVs possuem aproximadamente 1Kb de comprimento e 
são alterações polimórficas normalmente presentes na população em geral (COOPER 
et al., 2008).  
Em 2004 dois trabalhos independentes demonstraram que genomas de 
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indivíduos saudáveis apresentavam centenas de regiões genômicas que variavam 
significantemente em número de cópias. Essas variações estruturais são geralmente 
herdadas e representam cerca de 12% do genoma (SEBAT et al., 2004; IAFRAT et al., 
2004). Exemplos de CNVs comuns incluem aquelas contendo famílias de genes que 
codificam esteróides sexuais, metabolismo de drogas e receptores olfatórios. Outras 
CNVs são raras na população em geral ou étnico-específicas (IAFRATE et al., 2004; 
TUZUN et al., 2005). 
Alterações no número de cópias de DNA são frequentemente observadas no 
genoma de tumores como consequência de mutações somáticas que ocorrem durante 
o desenvolvimento neoplásico. Essas mudanças no DNA são geralmente denominadas 
alterações de número de cópias (CNAs, do inglês: copy number alteration) e 
frequentemente são maiores em tamanho do que as CNVs, podendo envolver ganhos 
e perdas de grandes segmentos cromossômicos (LAFRAMBOISE et al., 2005; 
COOPER et al., 2008). As CNAs são de particular interesse na biologia tumoral devido 
a associação com a desregulação da expressão gênica de oncogenes ou genes 
supressores de tumor.  
A análise do genoma em larga escala tem sido extensivamente aplicada ao 
estudo do câncer e outras doenças. Em conseqüência, estes estudos contribuíram para 
a identificação de genes e vias genéticas associados com etiologia e progressão de 
doenças. Especialmente, a análise genômica global do DNA tumoral resultou na 
identificação de alterações na seqüência e no número de cópias, associadas com o 
diagnóstico, prognóstico e resposta ao tratamento de vários tipos de câncer 
(FOROZAN et al., 2000; ALBERTSON & PINKEL, 2003; LUCITO et al., 2003).  
A análise genômica do câncer teve um avanço significativo com a introdução da 
técnica de hibridização genômica comparativa (CGH), que permitiu fazer o mapa dos 
ganhos e perdas em nível cromossômico de todo o genoma (KALLIONIEMI et al., 1993; 
GRAY et al., 1994). Subseqüentemente ao CGH, a técnica de array-CGH (aCGH) foi 
introduzida em 1998 (PINKEL et al., 1998) permitindo maior automação, melhor 
reprodutibilidade e precisão devido ao mapeamento mais exato das aberrações 
cromossômicas. A análise de aCGH é uma técnica conduzida pela marcação 
diferencial com fluorocromos do DNA genômico total de uma amostra teste (tumor) e 
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uma amostra referência (normal), seguida pela co-hibridização no  array composto de 
sondas de DNA que incluem representações de todo o genoma. A razão entre as 
intensidades de fluorescência permite a identificação de CNAs entre a amostra normal 
e a do tumor. 
A tecnologia de aCGH tem sido aplicada com sucesso para caracterizar 
anormalidades congênitas (KALLIONIEMI et al., 1993; GRAY et al., 1994; VELTMAN et 
al., 2002) para a classificação de tumores (WESSELS et al., 2002), além de ser útil 
para uma melhor compreensão do processo da instabilidade cromossômica no câncer 
humano (NESSLING et al., 2005) .  
ISOLA et al. (1995) foram os primeiros a descrever que alterações genéticas 
detectadas por CGH poderiam predizer a recorrência de câncer de mama em pacientes 
linfonodo-negativas, ou seja, sem metástases nos linfonodos. Nesse estudo, pacientes 
que apresentavam um maior número de alterações do número de cópias de DNA 
tiveram recorrência da doença, enquanto pacientes com poucas alterações 
permaneceram “livres” da doença. Outros estudos confirmaram essas observações 
iniciais (AUBELE et al., 2002; CLIMENT et al., 2002; DELLAS et al., 2002; KARLSSON 
et al., 2007). 
Através das análises de aCGH também foi possível demonstrar padrões 
similares de alterações entre tumores primários de mama e linfonodo sentinela, 
indicando que poucas alterações genéticas são únicas as metástases linfonodais 
(CAVALLI et al., 2003; SANTOS et al, 2008; WANG et al. 2009). Esses achados, estão 
de acordo com a hipótese de que apenas um pequeno número de células de uma 
população inicial heterogênea no tumor primário adquire uma capacidade metastática. 
Assim, são sugestivos de que eventos relativamente discretos separam a metástase 
linfonodal do tumor primário correspondente (HUNTER & ALSARRAJ, 2009). 
Tanto o CGH como o aCGH tem auxiliado na identificação de genes importantes 
nos diferentes subtipos de câncer de mama e no melhor entendimento dos 
mecanismos de progressão da doença. Os padrões de alterações de número de cópias 
de DNA podem caracterizar os diferentes subtipos de tumor e indicar a presença de 
genes que são funcionalmente importantes na carcinogênese. Esses genes podem 
permitir a identificação de novas vias oncogênicas e, em conseqüência o 
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descobrimento de novos alvos terapêuticos, potencializando-os como biomarcadores 
de prognóstico e resposta a terapia (REIS-FILHO et al., 2005; HAN et al. 2006; 
CLIMENT et al., 2007) 
 
2.8.1 Plataformas de aCGH 
 
 Como citado acima, a técnica de aCGH utiliza clones de sondas como 
sequências mapeadas no genoma impressas em microarranjos (arrays) que vão ser 
aplicadas para a hibridização das amostras em estudo. As plataformas atualmente 
disponíveis diferem de acordo com a resolução (determinada pelo tamanho e/ou 
espaçamento entre as sondas) e tipo de sondas utilizadas nos arrays.  
 Em relação ao tipo de sondas têm-se dois tipos de plataformas: BAC arrays e 
arrays de oligonucleotídeos. Os primeiros contém sequências de cromossomos 
bacterianos artificiais (BACs, do inglês: Bacterial Artificial Chromosomes) e determinam 
regiões genômicas com ganhos ou perdas com níveis de resolução de megabases 
(1Mb) ou submegabases (100KBs). Os BAC arrays possuem uma resolução média de 
150KBs, com tipicamente grandes segmentos de 100-160KBs (FIEGLER et al., 2003; 
ISHKANIAN et al., 2004). Já as plataformas de companhias como a Agilent, Affymetrix, 
NimbleGen e Illumina oferecem arrays de oligonucleotídeos, contendo tamanhos de 
segmento mais curtos, da ordem de 50-100KBs. Dessa maneira, as plataformas de 
oligonucleotídeos fornecem uma melhor  detecção de ganhos e perdas em comparação 
com os BAC arrays, devido a sua resolução mais alta (em média de 35KB), e devido ao 
maior número de sondas por array. Contudo, uma desvantagem da plataforma de 
oligos é que o tamanho pequeno das sondas pode resultar em diminuição da 
intensidade dos sinais de hibridização, e consequentemente, gerar um número maior 
de achados falso-positivos. Assim, a identificação das regiões de CNAs deve ser 
realizada utilizando instrumentos estatísticos e algorítmos complexos, que possam 
excluir qualquer vies experimental, bem como a utilização de técnicas capazes de 
validar os resultados encontrados, como o FISH (Hibridização In Situ Fluorescente, do 
inglês: Fluorescent In Situ Hybridization,) e PCR em tempo real (LOCKWOOD et al., 





Os tumores de mama triplo negativos representam cerca de 10 a 17% de todos 
os tipos de câncer de mama e são caracterizados por uma evolução clínica agressiva. 
Pacientes portadoras deste subtipo tumoral possuem um prognóstico desfavorável por 
apresentarem risco elevado de recorrência e morte em comparação com mulheres 
portadoras de outros subtipos de tumores mamários. Devido a estes tumores 
apresentarem baixa ou nenhuma expressão dos receptores hormonais e HER2,  as 
terapias que se direcionam a estes receptores, como a endócrina (tamoxifeno) e a que 
utiliza o anticorpo monoclonal trastuzamab (herceptin) não são efetivas nestas 
pacientes. A opção de tratamento se restringe, desta forma, a terapias  adjuvantes 
sistêmicas como a quimioterapia.  
A desregulação do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) e seus 
efeitos nas proteínas que atuam na via de sinalização celular PI3K/AKT, estão 
envolvidos  na etiologia e progressão do câncer de mama. Estudos clínicos têm 
demonstrado que a desregulação destas proteínas pode causar resistência ao 
tratamento quimio e/ou radioterápico. Considerando que vários membros da via 
PI3K/AKT apresentam potencial terapêutico para os tumores triplo negativos, a 
investigação das alterações dos genes desta via são essenciais para o entendimento 








 Neste trabalho temos como objetivo principal, analisar a variação do número de 
cópias dos genes envolvidos na via de sinalização celular PI3K/AKT: PIK3CA, AKT1, 
AKT2, PTEN e FGFR2, em tumores de mama triplo negativos.  
 
Os objetivos específicos são: 
x Analisar as características clínico-patológicas das pacientes com tumores 
mamários deste estudo provenientes da região Sul do Brasil e da África do Sul. 
x Comparar as características clinico-patológicas de pacientes com tumores 
mamários dos subtipos triplo negativo (TN) e não-triplo negativo (N-TN) nas duas 
populações estudadas.  
x Analisar as alterações de número de cópias dos genes da via PI3K/AKT, 
PIK3CA, AKT1, AKT2, PTEN e FGFR2, através das metodologias de aCGH, FISH e 
PCR em tempo real em um grupo de 54 tumores de mama TN e 65 tumores N-TN.  
x Relacionar as alterações de número de cópias dos cinco  genes analisados com  
os parâmetros clínico-patológicos (tamanho, grau de diferenciação tumoral, e presença 
de metástases em linfonodos regionais) nos grupos das pacientes com tumores TN e 
N-TN.  
x Comparar as alterações de número de cópias dos cinco genes analisados  entre 
os tumores TN e N-TN. 








5. MATERIAL E MÉTODOS  
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
 
 Neste estudo foram utilizadas 119 amostras de tumores primários de mama. 
Destas, 54 amostras eram do subtipo triplo negativo (TN) e 65 de subtipos não-triplo 
negativos (N-TN).   
 
Tumores Triplo negativos (TN) 
 As amostras TN foram recebidas do Hospital Nossa Senhora das Graças e 
Hospital das Clínicas,  ambos da cidade de Curitiba, PR, Brasil. As pacientes 
assinaram um Consentimento Livre e Esclarecido sobre os objetivos desta pesquisa 
(Anexo I). 
 O subtipo TN foi caracterizado uniformemente para todas as amostras no 
Serviço de Anatomia Patológica, de ambos os hospitais acima, utilizando-se a técnica 
de Imunohistoquímica, para a avaliação da expressão protéica dos marcadores de 
estrogênio (RE), progesterona (RP) e do receptor tipo 2 do fator de crescimento 
epidermal humano (HER2). Para a avaliação da expressão do RE utilizou-se o 
anticorpo monoclonal de origem de camundongo específico para o receptor de 
estrogênio humano do tipo α (Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor α)  e 
para o RP o anticorpo policlonal de origem de coelho específico para o RP (Polyclonal 
Rabbit Anti-Human Progesterone Receptor), ambos adquiridos da empresa Dako (Dako 
North America Inc, Carpinteria, CA). Para a análise do marcador HER2 utilizou-se o 
HercepTest, também da empresa Dako. O sistema de scoring seguiu as 
recomendações adotadas universalmente (WOLFF et al, 2007): as amostras foram 
consideradas negativas para a expressão deste marcador quando a expressão protéica 
apresentou scores de 0 ou 1+ e positivas quando apresentou score 3+. Amostras com 
score 2+ foram consideradas não conclusivas e foram definidas pela análise por FISH. 
Um limite de 10% foi considerado para a positividade dos anticorpos contra RE, RP e 
HER2 de acordo com recomendações internacionais (GOLDHIRSCH et al, 2005).  
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 Neste estudo as 54 amostras de tumores TN recebidas após a avaliação dos 
marcadores tumorais acima descritos, foram obtidas de: tecido congelado a fresco (36 
amostras) e tecido fixado em formalina e emblocado em parafina (18 amostras). Estas 
últimas amostras foram organizadas em 2 lâminas de TMAs (Microarranjos de tecidos, 
do inglês: Tissue Microarray), contendo cada uma 9 amostras tumorais e 1 amostra de 
tecido mamário normal, que foi utilizado como controle para as análises moleculares. 
Estas amostras de TMAs, foram também analisadas por imunohistoquímica quanto a 
expressão protéica do EGFR e das citoqueratinas 5/6 e 14. Todas as amostras 
apresentaram-se negativas para o receptor EGFR.  
 As informações epidemiológicas das 36 pacientes TN e das 18 TN/EGFR-  
(TMAs) estão apresentadas nos anexos II e III, respectivamente.  
  
Tumores Não-Triplo Negativos (N-TN) 
 Foram considerados neste estudo tumores de subtipo não-triplo negativo (N-TN) 
todos os tumores que apresentaram positividade para a expressão protéica de pelo 
menos um dos marcadores tumorais testados (RE, RP e HER2) de acordo com os 
mesmos critérios apresentados acima.  
 Esse grupo foi composto de 65 amostras de DNA extraídas de tecido fixado em 
formalina e emblocado em parafina e foram obtidas do Laboratorio Nacional de 
Ciências da Saúde da cidade do Cabo, da África do Sul. As informações 
epidemiológicas dessas pacientes estão apresentadas no anexo IV.  
 Dados epidemiológicos de um grupo de 189 pacientes portadoras de câncer de 
mama N-TN, foram obtidos do banco de dados do laboratório de Citogenética Humana 
e Oncogenética da Universidade Federal do Paraná. Os dados epidemiológicos dessas 
pacientes apresentam-se no anexo V.  Esses dados são provenientes do Hospital 
Nossa Senhora das Graças e Hospital das Clínicas (Curitiba, PR, Brasil) e foram 
utilizados somente para análises epidemiológicas. As pacientes deste banco de dados 
apresentam o mesmo grupo étnico do grupo das pacientes portadoras de tumor TN que 




           Este presente estudo faz parte de um amplo projeto de pesquisa que objetiva a 
análise genética em tumores mamários. Foi aprovado  pelo Comitê de Ética do Hospital 
Nossa Senhora das Graças, Curitiba, Paraná. Processo número: 25000.007020/2003-
93; registro no CONEP:7220 e parecer número 251/2003 de 20 de fevereiro de 2003. 
 
5.2  ANÁLISES MOLECULARES  
 
 Os experimentos de aCGH, FISH e PCR em tempo real foram realizados na 
Universidade de Georgetown, Washington DC., EUA, sob supervisão da Dra. Luciane 
Regina Cavalli, durante os períodos de abril à julho de 2010 e junho e julho de 2011.  
 
5.2.1  EXTRAÇÃO DO DNA 
 
 A extração de DNA de tumores congelados a fresco foi realizada no tecido 
tumoral mamário manualmente microdissectado por tesouras, pinças e bisturis estéreis. 
Anteriormente a extração do DNA das amostras de tecido fixado em formalina e 
emblocado em parafina, estas foram analisadas histologicamente quanto a presença 
de celulas tumorais através da análise de lâminas coradas com hematoxilina e eosina 
(H&E). Estas áreas foram então microdissectadas utilizando-se bisturi esteril, em cortes 
consecutivos de aproximadamente 20 micrômetros. O tecido removido foi 
desparafinizado em solução de xilol e hidratado em solução de etanol a 95° GL. Os 
tecidos foram digeridos em 80 μL de tampão da proteinase K 5X, 40 μL de solução de 
proteinase K (10mg/ml), 20μL de solução de SDS 20%, 240 μL de água ultrapura e 20 
μg/μl de enzima Rnase. A mistura foi homogeneizada em agitador tipo Vortex, seguida 
de incubação no bloco de aquecimento a 60ºC por 30 minutos. Na seqüência foram 
adicionados 500 μL de fenol saturado pH 8,0 e 400 μL de clorofórmio, homogeneizando 
manualmente várias vezes. O material foi precipitado utilizando-se 50 μL de acetato de 
sódio 3M e 1 ml de etanol absoluto. O DNA foi “lavado” em 500 μL de etanol 70%, 
aquecido a 55ºC por 10 minutos para que ocorra a evaporação da água e 
ressuspendido em 30 a 50 μl de água ultrapura e retornada ao bloco de aquecimento a 
95ºC por 10 minutos, para a homogeneização da  solução de DNA. Após atingir a 
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temperatura ambiente, a amostra de DNA foi armazenada a -20ºC. A leitura da 
concentração de DNA foi realizada utilizando-se o spectrofotômetro NanoDrop (ND-
1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade). Foram apenas consideradas para as 
análises moleculares, as amostras que apresentaram razão A260nm/A280nm com 
valor aproximado de 1,8 a 2,0.  
 
5.2.2 ARRAY-CGH (aCGH) 
 
 A técnica de aCGH foi realizada em 23 amostras de DNA extraídas de tumores 
congelados a fresco de pacientes com tumores TN.  
 Esse método permite a identificação simultânea do número de cópias de um 
grande número de genes em um único experimento. A plataforma utilizada neste 
estudo foi a da empresa Agilent – 4x44K (Agilent Inc, CA), contendo oligonucleotídeos 
correspondentes a 44.000 genes, com sequências baseadas no database do HG19 
(Human Genome 19).  
Para a realização do experimento de aCGH, moléculas de DNA genômico do 
indivíduo a ser avaliado - DNA teste - e de uma amostra referência - DNA controle - são 
fragmentadas em tamanho de 300 a 500pb por meio de enzimas de restrição. 
Fragmentos de DNA das amostras teste e controle são incorporados a fluorocromos 
que emitem luminosidade de diferentes comprimentos de onda. Os DNAs marcados 
com fluorescências distintas são submetidos à hibridização na lâmina contendo as 
sondas de DNA (Figura 9). 
Para a digestão das amostras foram utilizados três microgramas de DNA 
tumoral. Para o DNA controle foram utilizados três microgramas de DNA obtido a partir 
de uma mistura de DNA de um grupo de seis mulheres não portadoras de câncer. As 
amostras contendo as enzimas de restrição AluI (10U/μl) e RSaI (10U/μl) (Promega 
Corp., WI) foram incubadas à 37oC por 2 horas. Após a incubação, as amostras foram 
submetidas à temperatura de 65 oC para inativação das enzimas. O tamanho dos 
fragmentos após a digestão do DNA foram avaliados em corrida eletroforética em gel 
de agarose (2%).  
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Após a digestão as amostras foram marcadas utilizando-se o Bioprimer Array 
CGH genomic labeling kit (Invitrogen, Inc), com os fluoróforos correspondentes: Cy3 
(fluorocromo cianina 3) para as amostras tumorais e Cy5 (fluorocromo cianina 5) para 
as amostras controle. A estratégia de marcação dos fragmentos utiliza random primers 
(oligonucleotídeos iniciadores de sequência aleatória) e incorporacao pela enzima 
Klenow com atividade de DNA polimerase I à 65 oC por 10 minutos. Após a 
desnaturação do DNA (95 oC por 3 minutos), as amostras foram incubadas com a 
mistura de oligonucleotídeos, fluorofóros e enzima Klenow.  
 Após a marcação, os fragmentos foram purificados utilizando-se coluna de sílica 
para a eliminação dos fragmentos não-marcados. Em seguida, a concentração de 
fluorescência incorporada ao DNA foram determinadas em leitura no spectrofotômetro 
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade), As amostras controle e 
teste foram então combinadas aos pares, de acordo com a concentração de 
fluorescência incorporada ao DNA, e hibridizadas na presença de Cot-1 DNA e 
Blocking Agent (10x) à 65ºC, em rotação de 20rpm por 40 horas, seguindo-se as 
instruções do fabricante (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA).  
 Após esse período as lâminas de arrays foram escaneadas no Scanner  Agilent 
G2565CA e os dados extraídos pelo programa Feature Extraction v.10.1.1.1 (Agilent 
Technologies). Os resultados foram analisados utilizando-se o software Workbench 6.5, 
proveniente da empresa Agilent Technologies. Para a análise das alterações de 
número de cópias de DNA, foram adotados os seguintes critérios: Algorítmo de análise: 
ADM2, threshold > 6, amplificação e deleção gênica consideradas na presença de um 
número mínimo de 3 sondas consecutivas, com valores superiores a log2 (7/6) e 




Figura 9. Fluxograma representando as etapas da técnica de Array-CGH. Fonte: Baseado 




5.2.3 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL 
 
 A técnica de PCR quantitativa em tempo real foi realizada para a determinação 
de alterações do número de cópias dos genes PI3KCA, AKT1, AKT2, PTEN e FGFR2 
em 36 amostras de DNA extraídas de tumores congelados a fresco de pacientes com 
tumores de mama TN e 65 amostras de DNA extraídos de tecido fixado em formalina e 
emblocado em parafina (ser consistente com os termos na tese toda) de pacientes com 
tumores N-TN.  
Neste estudo para a avaliação do número de cópias dos cinco genes descritos 
acima, foi utilizado o ensaio TaqMan® Copy Number Assays da empresa Life 
TechnologiesTM. Essa metodologia é baseada em uma reação dupla de PCR em tempo 
real que detecta a sequência do gene alvo do estudo e a sequência de um gene de 
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referência (RNASE P) conhecido por apresentar duas cópias em um genoma diplóide. 
Este método de detecção relativa é usado para determinar o número de cópias do gene 
de interesse em um DNA genômico, normalizado com o número de cópias do DNA de 
referência. Neste trabalho, para fins de simplificação, este ensaio (TaqMan® Copy 
Number Assays) será referido como PCR em tempo real.  
Em todas as placas, contendo as amostras tumorais, foi incluído um DNA 
controle com o número de cópias dos genes de interesse conhecido. Utilizou-se um 
DNA genômico de um indivíduo normal que possuía duas cópias dos genes em estudo. 
Para cada reação foram utilizados:  2 µ de DNA (na concentração de 5ng/µ), 0,5µ mix 
do gene em estudo (contendo o par de primers e sonda TaqMan®), 0,5µ mix do gene 
da RNASE P (primers e sonda TaqMan®) e 2µ de água ultrapura, totalizando 10µ de 
volume de reação. Todas as amostras, incluindo o DNA controle foram analisadas em 
triplicata na placa. Os reagentes utilizados nestas reações e as especificações do ciclo 
de PCR encontram-se descritos na Tabela 2.  
As análises foram realizadas utilizando-se o software Copy Caller (Life 
TechnologiesTM). Não foram consideradas amostras que apresentaram valor de CT > 33 
ciclos e valor de z-score ≥ 2.65. O número de cópias do DNA teste foi calculado pelo 
método da quantificação relativa:  2 - ΔΔCT multiplicado por 2 (indivíduos diplóides). Este 
método é adotado devido a padronizacao prévia dos ensaios de primers e sondas 
comercializados pela empresa que fornecem uma eficiência de reação de 100%, 
possibilitando que as curvas de amplificação entre os genes testados e o gene de 












Tabela 2. Localização e marcação das Sondas TaqMan®, reagentes e ciclo de 





Localização  Marcação  
Genes Alvo 
AKT1 105241518 
5'= Repórter - FAM                                                  






 Gene de 
Referência  RNASE P 157907524 
5'= Repórter - VIC                                                                 
3'=  Quentcher - TANRA 
Master Mix  Taq Gold DNA polymerase (Hot start), dNTPs 
Ciclo de PCR Hold: 95°C - 10 minutos                                                                                                 40 Ciclos: 95°C  - 15 segundos/ 60°C - 60 segundos 
 
 
5.2.4 HIBRIDIZAÇÃO IN SITU FLUORESCENTE (FISH) 
 
As análises de FISH foram realizadas nas 18 amostras de tumores mamários 
TN/EGFR- presentes nas lâminas de TMAs.   
A técnica de FISH consiste, basicamente, no pareamento de determinado 
segmento de DNA com uma sequência específica de nucleotídeos complementares. 
Essa técnica envolve a preparação das amostras, o isolamento e a marcação da 
sequência de DNA que se deseja localizar in situ e a sua hibridização nos 
cromossomos ou em tecido fixado na lâmina, de acordo com os itens a seguir:  
 
5.2.4.1. Preparo das amostras 
 
As lâminas de TMA contendo os tecido mamários foram expostas a  solução de 
xilol, para a desparafinização do tecido, seguido de tratamento com álcool a 100%. O 
tecido tumoral foi digerido em solução ácida de 49,5ml de água destilada: 0,5ml de 
ácido clorídico (1N) contendo 200 μl de pepsina a 10% à 37°C por 4 horas. O tecido foi 
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em seguida desidratado em uma série etanólica de 70, 90 e 100% por 3 minutos em 
cada etapa e desnaturado em solução de formamida a 70% e tampão citrato de sódio 
(2xSSC) à 80°C por 4 minutos, para depois ser  desidratado com álcool gelado (-20°C) 
à 70%, 90% e 100% durante 5 minutos cada etapa. As lâminas foram secadas e 
armazenadas a temperatura ambiente até a o processo de hibridização. 
 
5.2.4.2.  Construção das sondas 
 
As sondas foram construídas a partir de cromossomos artificiais de bactérias - 
BACS (do inglês: Bacterial Artificial Chromosomes) selecionados através dos registros 
do banco de genes (http://genome.ucsc.edu/), contendo a seqüência dos genes: 
PI3KCA, AKT1, AKT2, PTEN e FGFR2 (Tabela 3). A extração do DNA foi realizada 
utilizando-se o kit Qiagen Large-Construc (Qiagen, EUA). 
 
Tabela 3. Identificação dos BACs, localização e marcação utilizada.  
BACs Localização Gene Marcação 
RP11-245C23    3q26.3 
PIK3CA 
Digoxigenina 
RP11-466H15  3q26.3 Digoxigenina 
RP11-613F6   3q26.32  Digoxigenina 
    
CTD-2507D9  14q32 AKT1 Digoxigenina 
CTD-3022N17  14q32 Digoxigenina 
    
RP11-36B2  19q13.1 
AKT2 
Biotina 
RP11-639f21  19q13.1 Biotina 
RP11-296P10 19q13.2  Biotina 
    
RP11-7P17    10q26.12 
FGFR2 
Digoxigenina 
RP11-300A10   10q26.13 Digoxigenina 
RP11-1024G22  10q26.13 Digoxigenina 
    
RP11-383D9    10q23.31 PTEN Biotina 











5.2.4.3  Marcação das sondas 
 
 
As sondas foram marcadas com as moléculas repórteres biotina e digoxigenina 
pelo processo de nick translation. Nesta reação utiliza-se 1µg de DNA, nucleotídeos 
não marcados (dNTPs normais – A, T, C, G, sendo o dTTP em menor concentração), 
nucleotídeo marcado (dUTP) e as enzimas DNase I e DNA polimerase I. A DNase I 
hidrolisa o DNA gerando quebras (nicks) em cada uma das fitas da molécula de DNA 
aleatoriamente (um pequeno número de quebras pode resultar em ineficiente 
incorporação de nucleotídeos marcados e gera sondas muito longas; por outro lado, 
quebras em excesso, geram sondas muito curtas). Assim, nucleotídeos marcados e 
não marcados da mistura de nick translation foram incorporados ao novo DNA 
sintetizado. Em geral, timinas são substituídas  por uracilas marcadas, sem que todas 
as timinas sejam substituídas, pois se isto ocorrer a conformação da molécula de DNA 
pode ser alterada e, por consequência, prejudicar o processo de hibridização in situ. 
Durante a reação, ocorre a quebra em uma das fitas, e a dupla fita do DNA fragilizada 
também se rompe. Assim, este processo além de incorporar nucleotídeos marcados, 
fragmenta o DNA.  
O tamanho ideal para a sonda é em torno de 200-300 pb. O tamanho dos 
fragmentos foi verificado por corrida eletroforética em gel de agarose 2%. 
 
5.2.4.4  Hibridização 
 
As sondas foram primeiramente desnaturadas à 90°C por 4 minutos  e em 
seguida pré-aneladas à 37°C por 1 hora com DNA de Cot1 e DNA de esperma de 
salmão para bloqueio das regiões repetitivas.  
Foram aplicados 15μl da sonda nos tecidos desnaturados contidos nas lâminas 




5.2.4.5  Lavagem pós-hibridização 
 
As lâminas foram lavadas em solução de 50% de formamida (75ml 2xSSC + 
75ml de formamida) por 5 minutos por três vezes e em solução de 1xSSC por 5 
minutos por três vezes. Em seguida, foram incubadas à 37ºC em câmara úmida por 45 
minutos com 100μl de solução bloqueadora.   
 
5.2.4.6 Detecção e contagem de sinais de hibridização 
 
Para a detecção dos sinais fluorescentes foi realizado o método de detecção 
indireto. Foram adicionados 100μl da solução de detecção 1 (1 ul de Avidina – FITC, 1 
μl de mouse anti-digoxigenina diluídos em 200μl de tampão de detecção) nas lâminas, 
sendo estas incubadas à 37ºC em câmara úmida por 45 minutos. O mesmo 
procedimento foi utilizado para as soluções de detecção 2, 3 e 4 (contendo 
respectivamente 1 μl de rabbit anti-mouse – TRITC + 1 μl anti-avidina biotinilada, 1 μl 
de avidina-FITC e 1 μl de goat anti-rabbit TRITC).  
Em seguida as lâminas foram lavadas em solução de 4xSSC + 0,1% Tween 20 à 
42º C por 5 minutos, três vezes, coradas com DAPI por 10 minutos e lavadas em 
solução de 4xSSC + 0,1% Tween 20 em temperatura ambiente por 2 minutos. Após a 
adição de solução de antifade e lamínula, as lâminas foram analisadas em microscópio 
Leica DMRBE (Leica, Wetzlar, Alemanha), equipado com filtros ópticos para DAPI, 
FITC e TRITC e acoplado à uma câmara com dispositivo CCD. 
 Um mínimo de 100 células em intérfase foram avaliadas para cada amostra. 
Foram apenas considerados núcleos interfásicos não sobrepostos, com sinal de 
hibridização de intensidade satisfatória.  Os sinais das sondas controle e das sondas 
gênicas específicas foram anotados para cada amostra por dois observadores 
independentes. Três a cinco imagens representativas de cada caso foram capturadas. 
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 5.2.4.7  Confirmação da localização cromossômica das sondas de BACs 
 
Anteriormente a hibridização das sondas construídas a partir dos BACs nas 
amostras tumorais, estas foram testadas quanto a sua localização cromossômica e 
eficiência de hibridização em cromossomos metafásicos e núcleos interfásicos obtidos 
através da preparação citológica de sangue periférico proveniente de um indivíduo 
normal. A Figura 10 apresenta a hibridização das sondas para os genes FGFR2 e 
PTEN, nos cromossomicos metafásicos normais.  
 
 
Figura 10. Localização das sondas em cromossomos normais. A] Sonda para o gene 
FGFR2 (sinais vermelhos) (BAC: RP11-300A10)  em 10q26.13 B] Sonda para o gene PTEN 
(sinais verdes) (BAC: RP11-846G17) em 10q23.31. Aumento: 100x. Fonte: a autora.  
 
5.3  ANÁLISE  ESTATÍSTICA 
 A análise de variância foi realizada para comparar as médias dos tamanhos dos 
tumores nas amostras com os resultados de alteração de número de cópias nos cinco 
genes analisados. O teste de BARTLETT foi utilizado para verificar a homogeneidade 
das variâncias.  
O teste do Qui-Quadrado foi utilizado na comparação entre os parâmetros 
histopatológicos (presença de metástase em linfonodos regionais e grau de 
diferenciação tumoral) e os resultados das análises de alteração de número de cópias 
para cada um dos genes.  Foram considerados significativos valores de P<0,05.  
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6. RESULTADOS  
 
6.1 ANÁLISES EPIDEMIOLÓGICAS  
 
Na tabela 4 estão apresentados os parâmetros clínico-patológicos disponíveis 
para as 54 pacientes com tumores mamários TN (provenientes da região sul do Brasil) 
e 65 pacientes com tumores mamários N-TN (provenientes da África do Sul). Estas 
informações, com diferentes tamanhos amostrais (n) conforme o parâmetro analisado 
(idade, grau de diferenciação tumoral e tamanho do tumor), foram comparadas entre os 
dois grupos de pacientes analisados. 
Foi observada no grupo TN uma alta frequência de pacientes com grau tumoral 
III (tumores pouco diferenciados) e baixa frequência de pacientes com grau tumoral I 
(tumores bem diferenciados), o que resultou em uma diferença estatisticamente 
significativa (representando 99,8% do valor do F  total = 8,11/8,12) quando comparado 
com o grupo de pacientes N-TN (F22= 8,12;P<0,02). Não foi observada diferença 
estatística quando estes grupos foram comparados em relação a idade das pacientes e 
tamanho do tumor. 
 
Tabela 4. Análise de parâmetros clínico-patológicos de pacientes TN e N-TN do Sul do 
Brasil e da África do Sul, respectivamente.  
Características 
TN (Brasil) N-TN (África do Sul) 
Qui-quadrado 
No pacientes (%) No pacientes (%) 
Idade    
      < 60 anos 27 (60) 36 (66,7) 
F21= 0,47; P>0,30      ≥ 60 anos 18 (40) 18 (33,3) 
Média + DP 55,13 ± 15 anos  53,7 ± 12,7 
Grau tumoral    
      Grau I 2 (4,1) 13 (21,7) 
F22= 8,12; P<0,02      Grau II 24 (49,0) 29 (48,3) 
      Grau III 23 (46,9) 18 (30) 
Tamanho do tumor (cm)    
      T1 (< 2,0) 8 (26,7) 8 (15,1) 
F22= 1,65; P>0,30      T2 (≥2,0 e ≤5,0) 20 (66,6) 41 (77,4) 
      T3 (> 5,0) 2 (6,7) 4 (7,5) 
Média + DP 3,1 + 2,0 cm 3,5  ±  1,9 cm   
Legenda: DP: desvio padrão. 
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 Os dados clínico-patológicos das mesmas 54 pacientes com tumores TN 
provenientes do Sul do Brasil foram comparadas com uma amostra de 189 pacientes 
de tumores N-TN provenientes da mesma região do país e mesmo grupo étnico 
(predominantemente de origem caucasóide) (Tabela 5).  
Novamente, assim como observado na análise entre as pacientes de diferentes 
grupos étnicos,  foi observada uma diferença estatisticamente significativa entre o grau 
tumoral de pacientes com tumores TN e N-TN (F22= 13,7 P< 0,01). Este resultado foi 
causado pela baixa frequência de pacientes com tumores grau I e alta frequência de 
pacientes com tumores grau III observada na amostra TN, representando 76% do valor 
do F total  (10,4/13,7). Não foi observada diferença estatisticamente significativa 
quando estes grupos foram comparados em relação a idade das pacientes, tamanho 
do tumor e presença de metástases nos linfonodos axilares. 
   
Tabela 5. Análise dos parâmetros clínico-patológicos de pacientes TN e N-TN do Sul 
do Brasil.  
Características TN (Brasil) N-TN (Brasil)  Qui-quadrado 
N° pacientes (%) N° pacientes (%) 
Idade    
      < 60 anos 27 (60) 111 (59,4) 
F21= 0,01; P>0,90      ≥ 60 anos 18 (40) 76 (40,6) 
Média + DP 55,13 ± 15 anos  56.5 ± 13,7 anos 
Grau tumoral    
      Grau I 2 (4,1) 31 (17,5) 
F22= 13,7; P<0,01      Grau II 24 (49,0) 106 (59,9) 
      Grau III 23 (46,9) 40 (22,6) 
Envolvimento de 
linfonodos    
      Positivo 26 (57,8) 102 (56,4) 
F21= 0,03 P>0,80       Negativo 19 (42,2) 79 (43,6) 
Tamanho do tumor (cm)    
      T1 (< 2,0) 8 (26,7) 36 (19,8) 
F22= 1,37; P>0,50 
      T2 (≥2,0 e ≤5,0) 20 (66,6) 123 (67,6) 
      T3 (> 5,0) 2 (6,7) 23 (12,6) 
Média + DP 3,1 + 2,0 cm 3,4 + 1,7 cm  





 Na Tabela 6 observa-se que não há diferenças estatisticamente significativas 
entre os parâmetros clínico-patológicos (idade, grau e tamanho do tumor) das 
pacientes N-TN nas duas populações estudadas, sul do Brasil e África do Sul.  
 
Tabela 6. Análise dos parâmetros clínico-patolológicos de pacientes N-TN do Sul do 
Brasil e da África do Sul.  
Características N-TN (Brasil)   N-TN (África do Sul)  Qui-quadrado 
No pacientes (%) No pacientes (%) 
Idade    
      < 60 anos 111 (59,4) 36 (66,7) 
F21= 0,94 P>0,40      ≥ 60 anos 76 (40,6) 18 (33,3) 
Média + DP 56,5 ± 13,7 anos 53,7 ± 12,7 
Grau tumoral    
      Grau I 31 (17,5) 13 (21,7) 
F22= 2,47 P>0,20      Grau II 106 (59,9) 29 (48,3) 
      Grau III 40 (22,6) 18 (30) 
Tamanho do tumor (cm)    
      T1 (< 2,0) 36 (19,8) 8 (15,1) 
F22= 1,9 P>0,30      T2 (≥2,0 e ≤5,0) 123 (67,6) 41 (77,4) 
      T3 (> 5,0) 23 (12,6) 4 (7,5) 
Média + DP 3,3 + 1,7 cm 3,5  ±  1,9 cm  
Grupo étnico Origem Caucasóide   
      Negro  5 (9,3)  
      Branco  12 (22,2)  
      Misto   36 (66,6)  
      Indiano   1 (1,9)   


















6.2 ANÁLISES DE ALTERAÇÕES DE NÚMERO DE CÓPIAS DE DNA 
  
 As análises de alteração de número de cópias de DNA foram realizadas nas 54 
amostras de tumores mamários TN provenientes do Sul do Brasil (pelos métodos de 
aCGH, PCR em tempo real e FISH)  e nas 65 amostras de tumores N-TN (pelo método 
de PCR em tempo real) provenientes da África do Sul.  
 
 
6.2.1. Tumores Triplo Negativos (TN) – Pacientes do Sul do Brasil  
 
 
6.2.1.1. Análises pelos métodos de aCGH e PCR em Tempo Real  
 
O método de aCGH foi realizado em 23 amostras de DNA de tumores TN e as 
mesmas foram submetidas à PCR em tempo real para a validação dos resultados nos 
genes da via PI3K/AKT (AKT1, AKT2, PIK3CA, FGFR2 e PTEN). A tabela 7 apresenta 
os resultados observados através dos dois métodos utilizados para os cinco genes da 
via PI3K/AKT.  
Através das análises de aCGH nas amostras desse estudo também foi possível 
observar a alteração do número de cópias de uma série de outros genes não 
relacionados a via PI3K/AKT. No entanto estes dados não foram apresentados por não 














Tabela 7. Resultados das análises de 23 tumores TN pelos métodos de aCGH e 
validação por PCR em tempo real.  
Ensaios 
aCGH Resultados Validados – PCR tempo real  
No pacientes (%) No pacientes (Corcordância dos resultados %) 
AKT1   
    Normal 22 (95,6) 11 (50) 
    Amplificação 0 0 
    Deleção 1 (4,4) 1 (100) 
AKT2   
    Normal 23 (100) 12 (52,2) 
    Amplificação 0 0 
    Deleção 0 0 
PIK3CA   
    Normal 21 (91,2) 8 (38,1) 
    Amplificação 1 (4,4) 1 (100) 
    Deleção 1 (4,4) 1 (100) 
PTEN   
    Normal 21 (91,2) 7 (33,3) 
    Amplificação                 0 0 
    Deleção 2 (8,8) 2 (100) 
FGFR2   
    Normal 21 (91,2) 11 (52,4) 
    Amplificação 1 (4,4) 1 (100) 
    Deleção 1 (4,4) 1 (100) 
 
 
Como indicado na tabela 7, a análise dos tumores TN por aCGH, identificou 
alterações nos genes da via PI3K/AKT com frequências que variaram de 4,4 % 
(deleção de AKT1, amplificação e deleção de PIK3CA, amplificação e deleção de 
FGFR2) a 8,8% (deleção de PTEN). O gene AKT2 não apresentou alteração de 
número de cópias em nenhuma das amostras analisadas por este método.  
Todas as alterações de número de cópias observadas por aCGH foram 
confirmadas por PCR em tempo real na análise do mesmo DNA genômico. A Figura 11 
apresenta estas análises em amostras de duas pacientes. Por outro lado, a frequência 
de concordância  entre as duas análises nos casos identificados como normais pelo 
aCGH, ou seja, que não apresentaram alterações de número de cópias para os genes 





Figura 11. Resultados de aCGH e PCR em tempo Real. A] Caso 13: Amplificação na região 
do gene FGFR2 detectada pelo método  de aCGH array e aumento do número de cópias do 
mesmo gene (20 cópias)  detectado pelo método de PCR em tempo real. B] Caso 22: deleção 
na região do gene PTEN detectada por aCGH e diminuição (1 cópia) do mesmo gene 
detectado pelo método de PCR tempo real. Fonte: a autora.  
 
Os resultados obtidos por PCR em tempo real realizado nas 36 amostras de 
DNA dos tumores TN, são apresentados na tabela 8 e nas Figuras 12, 13, 14, 15 e 16, 
para os genes AKT1, AKT2, PIK3CA e FGFR2, respectivamente.  
O número de amostras analisadas por este método variou de acordo com o 
gene analisado: os gene AKT2, PTEN e FGFR2 foram analisados para todas as 36 
amostras. Para os genes AKT1 e PIK3CA somente uma amostra nao pôde ser 
analisada.  Dentre as alterações observadas, o gene PTEN, foi observado alterado com 
maior frequência (66,6%), seguido pelos genes PIK3CA (60%) AKT1 (40%), FGFR2 
(44,5%) e AKT2 (38,9%).  
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Os casos com números de cópias normais, aumentadas e diminuídas não se 
distribuíram igualmente nos cinco genes analisados por este método 
(F8=24,94;P<0,01). Observou-se que dos 15 Fparciais obtidos,  apenas um deles 
(diminuição do número de cópias no gene PTEN, que foi maior do que o 
esperado=9,50) foi responsável por 46% (11,57/24,94) do valor do F total.   
 
Tabela 8. Resultados das análises de PCR em tempo real dos cinco genes da via 
PI3K/AKT realizadas em 36 amostras de tumores mamários TN.  
Genes 
N.º de cópias normal Aumento de cópias  Diminuição de cópias 
No pacientes (%) No pacientes (%) No pacientes (%) 
AKT1 21 (60%) 7 (20%) 7 (20%) 
AKT2 22 (61,1%) 9 (25%) 5 (13,9%) 
PIK3CA 14 (40%) 13 (37,1%) 8 (22,9%)  
PTEN 12 (33,3%) 4 (11,1%) 20 (55,6%) 
FGFR2 20 (55,5%) 9 (25%) 7 (19,5%) 
 
               
Figura 12. Gene AKT1 (TN). oGráfico dos resultados de alterações de número de cópias do 
gene AKT1  obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em vermelho): amostra controle 




Figura 13. Gene AKT2 (TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias 
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em vermelho): amostra controle normal com 




Figura 14. Gene PIK3CA (TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias 
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em vermelho): amostra controle normal com 








Figura 15. Gene PTEN (TN). Gráfico dos resultados de alterações de número obtidos pelo 
método de PCR em tempo real. NC (em vermelho): amostra controle normal com duas cópias 
do gene. Fonte: a autora.  
 
 
Figura 16. Gene FGFR2 (TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias 
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em vermelho): amostra controle normal com 
duas cópias do gene. Fonte: a autora.  
 
 
6.2.1.2. Análises pelo método de FISH   
 
 A Tabela 9 apresenta os resultados de FISH realizado para as 18 
amostras de tumores TN contidas nas lâminas de TMAs. O número de amostras 
analisadas por este método variou de acordo com o gene analisado: o maior número 
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de casos analisados foi para o gene AKT1 (17  casos), seguido dos genes PIK3CA e 
FGFR2 (14 casos), AKT2 (11 casos) e PTEN (8 casos). O gene que apresentou o 
maior número de alterações de cópias de DNA foi o PTEN observado com perdas e 
ganhos em 62,5% e 12,5% dos casos respectivamente. Os outros genes com o maior 
número de alterações foram FGFR2, AKT2, PIK3CA e AKT1, todos com apenas 
ganhos do número de cópias, em 50%, 27,3%, 21,4% e 11,8% dos casos 
respectivamente.  
 De acordo com os dados desta tabela (excluindo-se a diminuição do número de 
cópias) avaliamos se as alterações de número de cópias se distribuem igualmente nos 
cinco genes analisados, obtendo-se um valor de F não significativo (F=6,02;P>0,10). 
No entanto, observe-se que, como ocorreu na análise por PCR em tempo real, que o 
gene PTEN  diferenciou-se pelo número elevado de casos com diminuição de cópias. 
As figuras 17 e 18 apresentam alguns exemplos das imagens obtidas na análise de 
FISH.  
 
Tabela 9. Resultados das análises dos genes da via PI3K/AKT pelo método de FISH 
nas amostras de tumores TN analisadas nos dois TMAs. 
Genes 
N.º de cópias normal Aumento de cópias  Diminuição  de cópias 
No pacientes (%) No pacientes (%) No pacientes (%) 
AKT1 15 (88,2%) 2 (11,8%) 0 
AKT2 8 (72,7%) 3 (27,3%) 0 
PIK3CA 11 (78,6%) 3 (21,4%) 0 
PTEN 2 (25%) 1 (12,5%) 5 (62,5%) 





Figura 17. Resultados da análise de FISH para os genes AKT2 (sinais verdes) e  AKT1 
(sinais vermelho).  Amostras de número 17 (1) e 13 (2)   A] Coloração em filtro triplo (DAPI, 
FITC e TRITC). B] Filtro para FITC, mostrando aumento do número de cópias do gene AKT2 
em células tumorais interfasicas (setas). C] Filtro TRITC, mostrando aumento do número de 






Figura 18. Resultados da análise de FISH para os genes PTEN (sinais verdes) e  FGFR2 
(sinais vermelho). Amostras de número 13 (1) e 9 (2)   A] Coloração em filtro triplo (DAPI, 
FITC e TRITC). B] Filtro para FITC, mostrando a perda do gene PTEN em células tumorais 
interfásicas (setas). C] Filtro TRITC, mostrando aumento do número de cópias para o gene 






6.2.1.3. Resultados totais de alterações de número de cópias dos tumores TN 
 
 A tabela 10 apresenta os resultados das alterações de número de cópias obtidos 
nas 54 amostras de tumores TN obtidos pelos 3 métodos de análise: aCGH, PCR em 
tempo real e FISH. As análises de aCGH foram incluídas somente para as amostras 
cujos resultados foram validados por PCR em tempo real. Os resultados de número de 
cópias normais e de aumento do número de cópias obtidos pelos métodos de PCR em 
tempo real e FISH apresentaram-se homogeneamento distribuídos (F P!e 
F P>0,20, respectivamente) nos diferentes genes analisados. Essa análise 
demonstra que os resultados obtidos pelos duas metodologias podem ser agrupados.  
 
Tabela 10. Resultados totais de alterações de número de cópias obtidos nas 54 
amostras de tumores TN para os cinco genes da via PIK3/AKT analisados neste 
estudo. 
Genes 
N.º de cópias normal Aumento de cópias  Diminuição  de cópias 
No pacientes (%) No pacientes (%) No pacientes (%) 
AKT1 36 (69,2) 9 (17,3) 7 (13,5) 
AKT2 30 (63,8) 12 (25,5) 5 (10,6) 
PIK3CA 25 (51) 16 (32,6) 8 (16,3) 
PTEN 14 (31,8) 5 (11,4) 25 (56,8) 
FGFR2 27 (54) 16 (32) 7 (14%) 
 
 Como o esperado, considerando que os dados apresentados nesta tabela 
representam a somatória dos dados das tabelas 8 e 9, os números de casos com 
cópias normais, aumentadas e diminuídas para os cinco genes analisados não se 
distribuíram igualmente (F8=45,56;P<0,001). Novamente, observou-se que dos 15 
Fparciais obtidos,  apenas um deles (diminuição do número de cópias no gene PTEN, 
que foi maior do que o esperado=9,45) foi responsável por 56% (25,58/45,56) do valor 







6.2.1.4  Associações entre as alterações do número de cópias de DNA com dados 
clínico-patologicos nos tumores TN 
 
Os resultados totais de número de cópias obtidos nas amostras de tumores TN 
(Tabela 10) foram comparados com os parâmetros clinico-patológicos disponíveis para 
estas pacientes (tamanho e grau de diferenciação tumoral e presença de metástases 
em linfonodos regionais).  
 A Tabela 11 apresenta as médias dos tamanhos dos tumores (cm) das 
pacientes TN em relação ao número de cópias normais,  com aumento e diminuição 
para cada gene analisado. As diferenças entre as médias dos tamanhos dos tumores 
observados nestes casos foram avaliadas pela análise da variância. O teste de Bartlett, 
utilizado para analisar a homogeneidade das variâncias, indicou um valor de χ214 (corr.) 
= 21,64; P>0,05. Conclui-se portanto, através destas análises, que não houve 
diferenças significativas entre os casos com e sem alterações do número de cópias 
para cada gene analisado e o tamanho tumoral (Tabela 12). 
   
Tabela 11. Médias dos tamanhos de tumores TN (cm) e número de pacientes 
distribuídas de acordo com as alterações de número cópias dos cinco genes da via 
PI3K/AKT analisados. 
Genes 
N.º de cópias normal Aumento de cópias  Diminuição  de cópias 
 Média do tamanho dos tumores + DP e (n) 
AKT1 3,4 + 2,1 (19) 2,3 + 1,1 (7) 4,3 + 1,8 (4) 
AKT2 3,2 + 1,2 (19) 3,2 + 3,1 (8) 3,7 + 2,9 (3) 
PIK3CA 3,6 + 2,9 (9) 2,9 + 1 (14) 3,5 + 2,0 (7) 
PTEN 3,8 + 2,3 (14) 2,7 + 1,1 (5) 2,7 + 1,7 (11) 
FGFR2 3,4 + 2,1 (19) 2,8 + 1,3 (6) 3,1 + 2,3 (5) 













Tabela 12. Análise da variância do tamanho dos tumores em relação as alterações de 
número de cópias dos cinco genes da via PI3K/AKT analisados. 
Variação G.L S.Q  s2(x) F G.L P 
Entre alterações 2 10,60 5,3 1,36 2;135 > 0,05 
Entre genes 4 0,16 0,04 0,01 4;135 > 0,05 
Interação 8 15,14 1,89 0,49 8;135 > 0,05 
Entre alterações e entre genes 14 25,90 1,85 0,47 14;135 > 0,05 
Resíduo 135 524,88 3,89       
Legenda: G.L: grau de liberdade; S.Q: soma dos quadrados; s2: variância; F: razão entre as 
variâncias entre e dentro. Fonte: a autora.  
 
 
 A comparação das alterações de  número de cópias dos genes analisados entre 
os diferentes graus de diferenciação tumoral (I, II e III) foi realizada utlilizando-se o 
teste do Qui-quadrado. As tabelas 13, 14, 15, 16 e 17 apresentam os resultados para 
cada um dos genes analisados, AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN e FGFR2, 
respectivamente, nos quais as frequëncias dos tumores de grau I e II foram 
considerados em conjunto e comparadas com as dos de grau III, devido a baixa 
freqüência observada nos primeiros (grau I).  As alterações de número de cópias foram 
comparadas individualmente com as demais possibilidades. Assim foram comparadas 
amostras com n°. de cópias normal (normal) e amostras com alterações de n°. de 
cópias (com alteração); amostras com aumento do n°. de cópias (aumento) 
 Somente na análise do gene PTEN foi encontrada diferença estatisticamente 
significativa (F21=6,04; P< 0,05). Esta diferença foi devida a maior frequência de 
diminuição do número de cópias deste gene nos tumores de grau III quando 
comparada com a somatória das pacientes TN com tumores de graus I e II, 










Tabela 13. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT1 e o grau de diferenciação tumoral.  
Grau I  
No pacientes  
Normal Com Alteração  Aumento  Não Aumento   Diminuição  Não Diminuição  
2 0  0 2  0 2 
Grau II 
No pacientes  
Normal Com Alteração  Aumento  Não Aumento   Diminuição  Não Diminuição  
19 5  3 21  2 22 
Grau III 
No pacientes  
Normal Com Alteração  Aumento  Não Aumento   Diminuição  Não Diminuição  
11 8  6 13  2 17 
F21= 2,78 ; P>0,05   F21= 2,75; P>0,05    F21= 0,11; P>0,70
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 
aumento do n°. de cópias.  
 
 
Tabela 14. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT2 e o grau de diferenciação tumoral.  
Grau I 
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
2 0  0 2  0 2 
Grau II 
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
13 8  6 15  2 19 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
11 8  6 13  2 17 
F21= 0,24 ; P>0,50   F21= 0,15; P>0,50   F21= 0,08; P>0,70
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 








Tabela 15. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PIK3CA e o grau de diferenciação tumoral.  
Grau I   
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
1 1  1 1  0 2 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
12 8  12 10  2 20 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
7 11  7 11  4 14 
F22= 1,60; P>0,20   F22= 0,97; P> 0,30   F22= 1,61 ; P> 0,20
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 




Tabela 16. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PTEN e o grau de diferenciação tumoral.  
Grau I 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
2 0  0 2  0 2 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
9 9  6 12  3 15 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
5 12  3 14  9 8 
F21= 2,45; P>0,10 Com Alteração   F21= 0,75 P> 0,30   F21= 6,04; P< 0,05
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 






Tabela 17. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene FGFR2 e o grau de diferenciação tumoral.  
Grau I 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
1 1  1 1  0 2 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
16 6  4 18  2 20 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
8 10  7 11  3 15 
F21= 2,98 ; P>0,05   F21= 1,64; P>0,20   F21= 0,68 ; P> 0,30
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 
aumento do n°. de cópias.  
 
 Nos resultados das análises entre a presença e ausência de metástases nos 
linfonodos axilares e as alterações de número de cópias dos genes AKT1, AKT2, 
PIK3CA, PTEN e FGFR2 não se observou diferenças estatisticamente significativas. 
Estes resultados estão apresentados nas tabelas 18, 19, 20, 21 e 22.  
 
Tabela 18. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT1 em relação a presença/ausência de metástases nos linfonodos 
axilares.  
Presença de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
17 8  5 20  3 22 
Ausência de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
14 5  3 16  2 17 
F21=  0,17 ; P>0,50   F21=  0,13; P>0,72   F21=  0,02;  P>0,80
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 





Tabela 19. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT2 em relação a presença/ausência de metástases nos linfonodos 
axilares.  
Presença de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
13 8  7 14  1 20 
Ausência de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
13 4  2 15  2 15 
F21=  0,92; P>0,30   F21=  2,42 ; P>0,10   F21=  0,63; P>0,30
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 
aumento do n°. de cópias.  
 
 
Tabela 20. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PIK3CA em relação a presença/ausência de metástases nos linfonodos 
axilares.  
Presença de metástases nos linfonodos  
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
13 11  8 16  3 21 
Ausência de metástases nos linfonodos  
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
7 10  7 10  3 14 
F21=  0,67; P>0,30   F21=   0,26; P>0,50   F21=   0,21 ; P> 0,50
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 













Tabela 21. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PTEN em relação a presença/ausência de metástases nos linfonodos 
axilares.  
Presença de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
8 13  4 17  9 12 
Ausência de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
8 6  2 12  4 10 
F2= 1,23 ; P> 0,20   F2= 0,13 ; P> 0,70   F2= 0,73 ; P>0,30
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 
aumento do n°. de cópias.  
 
 
Tabela 22. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PTEN em relação a presença/ausência de metástases nos linfonodos 
axilares.  
Presença de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
15 8  6 17  2 21 
Ausência de metástases nos linfonodos 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
8 10  8 10  2 16 
F2= 1,77; P= 0,10   F2= 1,50 ; P> 0,20   F2= 0,07; P> 0,70
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 












6.2.3 Tumores Não Triplo Negativos (N-TN) – Amostras da África do Sul 
 
6.2.3.1. Análises pelo método de PCR em tempo real  
 
Neste grupo amostral de tumores do subtipo N-TN foi somente realizada a 
avaliação do número de cópias de DNA pelo método de PCR em tempo real. Os 
resultados das análises das 65 amostras de DNA estão apresentados na Tabela 23 e 
nas Figura 19, 20, 21, 22 e 23, para os genes AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN e FGFR2, 
respectivamente.  
O número de amostras N-TN analisadas por este método variou de acordo com 
o gene analisado: o gene PTEN foi analisado em um maior número de amostras (60 
casos) , seguido pelos genes AKT1 (58 casos), AKT2 (58 casos), PIK3CA (57 casos) e 
FGFR2 (44 casos). Dentre os genes analisados, o gene PTEN (58,3% dos casos), foi 
observado alterado com maior frequência, seguido pelos genes PIK3CA (56,1%) AKT2 
(44,8%), AKT1  (41,4%) e FGFR2 36,4%).  
Como nos tumores TN, os casos com números de cópias normais, aumentadas 
e diminuídas não se distribuíram igualmente nos cinco genes analisados 
(F8=28.27;P<0,001). Observou-se que dos 15 Fparciais obtidos, novamente  a 
diminuição do número de cópias no gene PTEN (que foi maior do que o esperado= 
14,5) foi a principal  responsável pela diferença observada (10,75/28,27= 38%).   
 
 
Tabela 23. Resultados das análises dos cinco genes da via PI3K/AKT analisados pelo 
método de PCR em tempo real em 65 amostras de tumores mamários N-TN. 
Genes 
N.º de cópias normal Aumento de cópias  Diminuição  de cópias 
No pacientes (%) No pacientes (%) No pacientes (%) 
AKT1 34 (58,6) 14 (24,1) 10 (17,3) 
AKT2 32 (55,2) 14 (24,2) 12 (20,6) 
PIK3CA 25 (43,9) 23 (40,3) 9 (15,8) 
PTEN 25 (41,7) 8 (13,3) 27 (45) 







Figura 19. Gene AKT1 (N-TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias do 
gene obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em azul): amostra controle normal com 





Figura 20. Gene AKT2 (N-TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias 
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em azul): amostra controle normal com duas 






Figura 21. Gene PIK3CA (N-TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias 
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em azul): amostra controle normal com duas 
cópias do gene. Fonte: a autora.  
 
 
Figura 22. Gene PTEN (N-TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias  
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em azul): amostra controle normal com duas 





Figura 23. Gene FGFR2  (N-TN). Gráfico dos resultados de alterações de número de cópias 
obtidos pelo método de PCR em tempo real. NC (em azul): amostra controle normal com duas 
cópias do gene. Fonte: a autora.  
 
 
6.2.3.4  Associações entre as alterações do número de cópias de DNA com dados 
clínico-patologicos nos tumores N-TN 
 
 Os resultados de número de cópias obtidos pelo método de PCR em tempo real 
nas amostras de DNA de tumores N-TN (Tabela 23) foram comparados com os 
parâmetros clínico-patológicos disponíveis para essas pacientes (tamanho e grau de 
diferenciação tumoral).  A Tabela 24 apresenta as médias dos tamanhos tumorais (cm) 
das pacientes com tumores N-TN em relação ao número de cópias normais e alteradas 
(com aumento e diminuição para cada gene analisado). 
 
Tabela 24. Médias dos tamanhos de tumores N-TN (cm) e número de pacientes 
distribuídas de acordo com as alterações de número cópias dos genes da via PI3K/AKT 
analisados. 
Genes 
N.º de cópias normal Aumento de cópias  Diminuição  de cópias 
 Média do tamanho dos tumores + DP e (n) 
AKT1 3,6 + 2,1 (29) 2,7 + 1,3 (14) 3,3 + 0,9 (9) 
AKT2 3,3 + 0,9 (28) 3,9 + 3,2 (13) 3,0 + 1,2 (12) 
PIK3CA 3,1 + 1,0 (22) 3,6 + 2,5 (21) 3,4 + 1,3 (8) 
PTEN 3,7 + 1,0 (22) 3,9 + 3,4 (7) 3,0 + 1,1 (25) 
FGFR2 4,0 + 2,2 (25) 2,2 + 1,0 (6) 3,1 + 0,9 (7) 
Legenda: DP: desvio padrão; (n): número de pacientes. 
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 Com a finalidade de verificar se as diferenças entre as médias dos tamanhos 
dos tumores observados nos casos com número de cópias normais e com aterações e 
ainda nos cinco genes analisados, poderiam ser analisadas  pela análise da variância, 
aplicou-se aos dados da tabela 24 o teste de homogeneidade das variâncias de Bertlett 
que apresentou um valor de Fcorr.) =89,32;P<0,001, indicando que não há 
homogeneidade das variâncias dos dados amostrais, o que estatísticamente inviabiliza 
a aplicação da análise da variância.  No entanto, pode-se constatar que  as médias dos 
tamanhos dos tumores com números de cópias normal,  com aumento e com 
diminuição nos cinco genes foram semelhantes (3,56, 3,26 e 3,16 , respectivamente). 
 A comparação das alterações de  número de cópias dos genes analisados entre 
os diferentes graus de diferenciação tumoral (I, II e III) das pacientes deste grupo 
amostral foi realizada utlilizando-se o teste do Qui-quadrado. Nas tabelas 25, 26, 27, 28 
e 29 estão apresentados os resultados para cada um dos genes analisados, AKT1, 
AKT2, PIK3CA, PTEN e FGFR2, respectivamente.  Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas em nenhuma das comparações realizadas.   
 
Tabela 25. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT1 e o grau de diferenciação tumoral.   
Grau I 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
7 4  3 8  1 10 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
15 10  7 18  5 13 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
9 9  4 14  5 13 
F22= 0,65  ; P>0,70   F22= 0,20  ; P> 0,90   F22= 1,64  ; P>0,30
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 




Tabela 26. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT2 e o grau de diferenciação tumoral.   
Grau I 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
4 8  4 8  4 8 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
19 8  4 23  4 23 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
7 9  5 11  4 12 
F22= 5,66 ; P> 0,05   F22=  2,30; P> 0,30   F22= 1,80 ; P>0,30
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 
aumento do n°. de cópias.  
 
 
Tabela 27. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PIK3CA e o grau de diferenciação tumoral.   
Grau I 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
7 5  4 8  1 11 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
11 14  12 13  2 23 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
4 12  7 9  5 11 
F22= 3,26; P> 0,10   F22= 0,71; P>0,70   F22= 4,67 ; P>0,05
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 







Tabela 28. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PTEN e o grau de diferenciação tumoral.   
Grau I 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
5 8  2 11  6 7 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
11 16  3 24  13 14 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
8 8  3 13  5 11 
F22= 0,48 ; P>0,70   F22= 0,49 ; P> 0,70   F22= 1,25 ; P> 0,50
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 
aumento do n°. de cópias.  
 
 
Tabela 29. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene FGFR2 e o grau de diferenciação tumoral.   
Grau I 
No pacientes 
Normal  Alterado  Ganho Não Ganho  Deletado Não Deletado 
6 5  3 7  2 9 
Grau II 
No pacientes 
Normal  Alterado  Ganho Não Ganho  Deletado Não Deletado 
13 4  2 15  2 15 
Grau III 
No pacientes 
Normal  Alterado  Ganho Não Ganho  Deletado Não Deletado 
8 5  2 11  3 10 
F22= 1,58 ; P> 0,45   F22= 1,51; P>0,50   F22= 0,68; P> 0,70
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 








6.2.4  Comparações do número de cópias de DNA entre os tumores TN e N-TN 
 
 Os resultados totais de número de cópias nos cinco genes analisados foram 
comparados entre os grupos de tumores mamários TN e N-TN conforme os dados das 
Tabelas 10 (obtidos por PCR em tempo real e FISH) e 23 (obtidos por PCR em tempo 
real). Nas tabelas 30, 31, 32, 33 e 34 estão apresentados para os dois grupos 
amostrais, os resultados para os genes AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN e FGFR2 
respectivamente.  
 Somente na análise do número de cópias do gene FGFR2 foram encontradas 
diferenças estatisticamente significativas entre os dois grupos amostrais. Esta diferença 
foi devida a alta frequência do aumento do número de cópias observada para este 
gene nas amostras TN quando comparado as amostras N-TN (F21= 4,4 ; P< 0,05) 
(Tabela 34).  
 
Tabela 30. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT1 nos grupos de amostras TN e N-TN.  
Triplo Negativo  
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
36  16   9  43   7  45  
Não Triplo Negativo 
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
34  24   14  44   10  48  
F21  = 1,17 ; P> 0,20   F21  =  0,77 ; P>0,40   F21  =  0,30 ; P> 0,50
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 













Tabela 31. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene AKT2 nos grupos de amostras TN e N-TN.  
Triplo Negativo  
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
30  17   12  35   5  42  
Não Triplo Negativo  
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
32  26   14  44   12  46  
F21  =0,81 ; P>0,30   F21  =   0,03; P> 0,80   F21  =  1,93 ; P> 0,10
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 




Tabela 32. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PIK3CA nos grupos de amostras TN e N-TN. 
Triplo Negativo  
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
25  24   16  33   8  41  
Não Triplo Negativo  
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
25  32   23  34   9  48  
F21  =   0,54 ; P> 0,30   F21  =   0,67; P> 0,30    F21  =   0,01; P> 0,90
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 















Tabela 33. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene PTEN nos grupos de amostras TN e N-TN.  
Triplo Negativo 
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
14  30   5  39   25  19  
Não Triplo Negativo  
No pacientes 
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
25  35   8  52   27  33  
F21  =   1,05 ; P> 0,30   F21  =   0,09 ; P> 0,70   F21  = 1,42 ; P>0,10
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 




Tabela 34. Análise pelo teste de Qui-quadrado entre as alterações de número de 
cópias do gene FGFR2 nos grupos de amostras TN e N-TN. 
Triplo Negativo 
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
27  23   16  34   7  43  
Não Triplo Negativo  
No pacientes  
Normal  Com Alteração  Aumento Não Aumento  Diminuição Não Diminuição 
29 15  6  38   9  35  
F21  =  1,37 ; P> 0,20   F21  =   4,4 ; P< 0,05   F21=  0,69; P> 0,30
Legenda: Com alteração: amostras com aumento e diminuição do n°. de cópias; Não aumento: 
amostras normais e com diminuição do n°. de cópias; não diminuição: amostras normais e com 


















Tumores de mama do tipo triplo negativo (TN) constituem um grupo tumoral 
relevante por apresentarem comportamento clínico agressivo e conferirem um 
prognóstico desfavorável. Pacientes com esses tumores possuem baixa ou nenhuma 
expressão dos receptores de estrogênio, progesterona e HER2, não respondendo  
satisfatoriamente as terapias alvos direcionadas a estes marcadores, tais como a 
terapia hormonal e imunoterapia (IWASE & YAMAMOTO, 2008; KOBAYASHI, 2008). 
Como resultado, essas pacientes apresentam uma taxa de sobrevida menor do que 
aquelas com outros outros tipos de câncer de mama (BAUER et al., 2007), 
apresentando alta frequência de recorrência, frequentemente 1 a 3 anos após o 
diagnóstico (LUND et al., 2008). Nos últimos anos os tumores TN têm sido 
extensivamente estudados para a identificação de marcadores moleculares que 
possam ser utilizados para o desenvolvimento de agentes terapêuticos efetivos.  
A via de sinalização celular PI3K/AKT regula funções biológicas importantes 
como angiogênese, proliferação, sobrevivência e migração celular (MC AULIFFE et al, 
2010). Alterações nesta via têm sido observadas com frequência em câncer de mama 
(ALESKANDARANY et al., 2009, ANDERSEN et al., 2010; KIRKEGAARD et al., 2010; 
REEDER-HAYES et al., 2010; JONKERS, 2012; MARTINS et al., 2012).    
Em tumores triplo negativos são observados altos níveis de ativação dos 
componentes da via PI3K/AKT quando comparados com outros subtipos tumorais 
(MOULDER, 2010). Estudos também sugerem que alterações nessa via de sinalização  
influenciam a agressividade biológica dos tumores TN (ANDERSEN et al., 2010; 
REEDER-HAYES et al., 2010).  Nesse sentido, vários agentes químicos com função 
inibidora de componentes da via PI3K/AKT estão atualmente sendo avaliados em 
diversas fases de ensaios clínicos (REEDER-HAYES et al., 2010). A maioria destes 
ensaios têm investigado o uso potencial de inibidores para o fator de crescimento 
epidermal (EGFR) (BURNESS et al., 2010). Recentes estudos também têm testado 
outros agentes inibidores como anti-angiogênicos ou anti-mitóticos isoladamente ou 







Neste estudo as informações clínico-patológicas de 54 pacientes portadores de 
tumores TN provenientes do Sul do Brasil foram comparadas com os dados de 65 
pacientes N-TN da África do Sul. Na análise do grau de diferenciação tumoral foi 
observada uma alta frequência de pacientes TN com grau tumoral III e baixa frequência 
de pacientes com grau I, resultando em uma diferença estatisticamente significativa 
(F22= 8,12;P<0,02) na comparação entre os dois grupos de pacientes.  
Para determinar se esta diferença estava relacionada ao grupo étnico,  os dados 
das mesmas pacientes TN provenientes do sul do Brasil foram comparadas com os de 
uma amostra de 189 pacientes N-TN provenientes da mesma região do país e  mesmo 
grupo étnico (predominantemente de origem caucasóide). Os resultados dessa análise 
também demonstraram uma diferença estatisticamente significativa entre o grau 
tumoral de pacientes com tumor TN e N-TN (F22= 13,7 P< 0,01). Esses resultados 
estão de acordo com outros dados da literatura que demonstram que o fenótipo triplo 
negativo está associado a características de pior prognóstico quando comparado a 
outros subtipos tumorais mamários (STARK et al., 2008) Um estudo realizado pelo 
sistema de saúde americano em uma série de 1.263 mulheres diagnosticadas com 
câncer de mama invasivo demonstrou que  pacientes que apresentam grau histológico 
avançado (III) possuem um risco 31 vezes maior de serem portadoras de tumores de 
mama do tipo  triplo negativo comparado a pacientes com baixo grau (I) histológico 
(STARK et al., 2008).  
A idade ao diagnóstico também foi comparada entre as pacientes TN (sul do 
Brasil) e N-TN (sul do Brasil e África do Sul) (Tabelas 4 e 5), não sendo encontradas 
diferenças estatisticamente significativas nessas análises. Nossos resultados não são 
concordantes com a análise de dados epidemiológicos de outras populações da 
literatura, que demonstram que pacientes com tumores TN tendem a ser mais jovens 
do que as com outros subtipos tumorais (BAUER et al., 2007; IHEMELANDU et al., 
2007). Em um registro proveniente do estado da Califórnia nos EUA com 51.074 
pacientes com câncer de mama foi demonstrado que 63% das pacientes portadoras de 
tumores triplo negativos são diagnosticadas antes dos 60 anos de idade (BAUER et al., 
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2007). Em um estudo da Universidade de Howard (Washington, DC) foi observado que 
no grupo de pacientes com idade menor de 35 anos, 57,1% apresentavam tumores do 
subtipo basal e apenas 25% do subtipo luminal A (IHEMELANDU et al., 2007).  
Análises epidemiológicas entre pacientes de diferentes grupos étnicos é 
importante na identificação de fatores prognósticos relevantes e especificos para cada 
população. Neste estudo, a comparação dos dados das pacientes com tumores do tipo 
N-TN do sul do Brasil e da África do Sul demonstrou que não há diferenças 
estatisticamente significativas entre as características clinico-patológicas avaliadas das 
pacientes nessas duas populações no que se refere a este subtipo tumoral. A ausência 
neste estudo de pacientes provenientes da África do Sul com tumores TN impossibilitou 
a análise desse subtipo tumoral entre as duas populações.  
A  população da África do Sul é dividida basicamente em 4 grupos: negros 
(75%), brancos (13%),  população mista (9%) -  descendentes de brancos, negros e 
indianos - e indianos (3%). Estudos epidemiológicos demonstraram que as mulheres 
negras da África do Sul têm uma incidência menor de câncer de mama quando 
comparado com os demais grupos étnicos (VOROBIOF, SITAS & GABRIEL; 2001). 
Fatores epidemiológicos únicos desse grupo como menarca tardia, idade jovem da 
primeira gestação, alto número de filhos, e longo período de lactação parecem ser as 
causas da menor incidência de câncer de mama nessas mulheres (WALKER et al., 
1994; VOROBIOF, SITAS & GABRIEL; 2001). No entanto, apesar de menos incidente, 
o câncer de mama nas mulheres negras da África do Sul está relacionado com 
prognóstico clínico agressivo, geralmente associado com idade mais jovem, estágios 
tumorais avançados (III ou IV) e com metástase à distância (VOROBIOF, SITAS & 
GABRIEL; 2001; ANTOINE et al., 2011). Os estudos com essa população são 
escassos na literatura, porém as estimativas são de que cerca de metade dos tumores 
nas mulheres negras na África Subsaariana são do tipo triplo negativos (ANTOINE et 
al., 2011). Assim, a amostra de pacientes deste estudo, composta exclusivamente de 
tumores não-triplo negativos, apresenta uma baixa incidência de mulheres negras 





Alterações do número de cópias de genes da via PI3K/AKT 
 
Neste estudo foram analisadas as alterações de número de cópias de cinco 
genes da via PI3K/AKT: AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN e FGFR2 com o objetivo principal 
de identificar se estas poderiam estar relacionadas significativamente com este subtipo 
tumoral e com fatores prognósticos das pacientes, tais como tamanho e grau tumoral e 
presença de metástases nos linfonodos axilares.  
 Alterações de número de cópias foram observadas em todos os genes 
analisados neste estudo nos dois subtipos tumorais (TN e N-TN). Nos tumores TN as 
alterações mais frequentemente observadas envolveram os genes PTEN (68,2% dos 
casos), PIK3CA (49%), FGFR2 (46%), AKT2 (36,2%) e AKT1 (30,8%). Nos tumores do 
tipo N-TN, as alterações mais frequentes envolveram os genes PTEN (58,3%), PIK3CA 
(56,1%), AKT2 (44,8%), AKT1 (41.4%) e FGFR2 (36,4%). Com exceção do gene 
FGFR2, que apresentou uma frequência de aumento de número de cópias 
significativamente maior nos tumores TN (F21= 4,4 ;P< 0,05; Tabela 34), os demais 
genes apresentaram alterações com frequências que não diferiram significativamente 
entre os subtipos tumorais.  
 As análises das alterações de número de cópias nos cinco genes estudados 
demonstrou que a diminuição de cópias do gene PTEN é a alteração mais frequente 
tanto nos tumores TN (56,8%) quanto nos N-TN (45%) como demonstrado pelos 
valores de qui-quadrado altamente significativos: F8=45,56;P<0,001 e 
F8=28,28;P<0,001, respectivamente (Tabelas 9 e 22). Como citado acima, a 
comparação das frequências de perdas de PTEN entres os tumores TN e N-TN não foi 
observada com diferenças estatisticamente significativas (F2= 1,42 ; P>0,1) (Tabela 33) 
sugerindo que alterações nesse gene são relevantes na etiologia de ambos subtipos 
tumorais, independente da positividade para os marcadores moleculares de RE, RP e 
HER2.   
Alterações do número de cópias do gene PTEN, assim como no nosso estudo, 
são frequentemente descritas em câncer de mama (SAAL et al., 2005; PEREZ-
TENORIOET et al., 2007; LOPES-KNOWLES et al., 2009).  A perda de pelo menos 
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uma cópia deste gene tem sido demonstrada como ocorrendo em aproximadamente 
50% dos tumores mamários (MYERS et al., 1998; PARSONS & SIMPSON, 2003).  
As descrições de mutações monoalélicas e deleções em uma única cópia de 
PTEN reforçam o modelo da haplo-insuficiência este gene (DEPOWSKI et al., 2001; 
WOLFF et al., 2007),  que descreve que  a perda ou mutação de um único alelo é 
suficiente para afetar a gênese ou progressão do câncer.  
Outros modelos de haplo-insuficiência são conhecidos em tumores mamários, 
como por exemplo para o gene BRCA1 (BUCHHOLTZ et al. , 2002; CAVALLI et al., 
2004), envolvido frequentemente com os tumores do subtipo basal e TN (SANTAROSA 
et al., 2012).  
Dois trabalhos recentes e independentes demonstraram que em tumores basais, 
a perda do gene PTEN precede a perda alélica do gene BRCA1 (JONKERS, 2012; 
MARTINS et al., 2012). Além disso foi observado que linhagens celulares de tumores 
TN associadas a mutações no gene BRCA1 (HCC-1937, MDA-MB-436, SUM-1315, 
and SUM-149), também apresentam perda do gene PTEN (ELSTROLD et al., 2006; 
MARTINS et al., 2012). A alta frequência de perda nestes casos, foi sugerida como 
sendo causa do alto grau de instabilidade genômica característica destes tumores 
(SAAL et al., 2008). Nas amostras de tumores mamários analisadas neste estudo, não 
foram obtidas informações sobre mutações do gene BRCA1 ou histórico familial de 
câncer das pacientes, nao sendo possível  realizar a correlação entre estes dois genes.  
Os resultados das análises dos parâmetros clinico-patológicos indicaram que a 
perda de PTEN está associada ao grau tumoral avançado nos tumores TN. Foi 
observada alta de deleções nesse gene (53%) em pacientes com tumores de grau III, 
quando comparado as pacientes com tumores de grau I (0%) e II (17%) (F21=6,04; P< 
0,05; Tabela 14).  No grupo N-TN, não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas entre a perda de PTEN e o grau de diferenciação tumoral. 
 Em concordância com os nossos resultados, LOPES-KNOWLES et al. (2009) 
também observaram uma associação positiva entre a perda de PTEN e alto grau 
histológico em tumores mamários do tipo basal, incluindo triplo negativos. No estudo 
destes autores, no entanto, esta perda foi significativamente associada ao tamanho do 
tumor (>2,0 cm). Esta associação nao foi observada no nosso estudo, tanto para os 
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tumores do grupo TN como para os tumores N-TN. Além disso, em concordância com o 
estudo de LOPES-KNOWLES et al. (2009), não observamos associações significativas 
entre a perda de PTEN e a presença de metástases nos linfonodos axilares.  
Estudos de análise protéica demonstram que baixos níveis da proteína PTEN 
ocorrem em cerca de 30 a 50% das pacientes com câncer de mama (DEPOWSKI et 
al., 2001; PANIGRAHI et al., 2004; PANDOLFI, 2004; SAAL et al., 2005). Além disso, a 
perda ou baixa expressão dessa proteína também foi relacionada com prognóstico 
clínico agressivo, como a perda de receptores hormonais, metástase em linfonodos, 
alto grau histológico e óbito associado a doença (PERREN et al., 1999; BOSE et al., 
1998; DEPOWSKI et al., 2001; TSUTSUI et al., 2005; SHEN et al, 2007).   
HU e colaboradores (2009) observaram a perda da proteína PTEN em 59% dos 
tumores triplo negativos e em apenas 17% dos tumores RE e RP positivos. Baixos 
níveis de expressão de PTEN também foram observados em tumores mamários do 
subtipo basal quando comparados aos tumores luminais (HU et al., 2009; NETO et al., 
2011).  
Neste estudo o aumento do número de cópias do gene PIK3CA também foi 
observado com altas frequências nas amostras TN (32,6%) e N-TN (40,3%) e 
similarmente ao gene PTEN, não diferiu significativamente entre esses dois subtipos 
tumorais (F21=  0,67; P>0,30; Tabela 32) . Essas frequências de aumento de número de 
cópias de PIK3CA observadas no nosso estudo foram maiores do que as observadas 
em estudos prévios em tumores mamários, 8,7% a 14% dos casos (WU et al. , 2005; 
LÓPEZ-KNOWLES et al., 2010). No entanto, nesses estudos, o número de tumores 
triplo negativos investigado foi limitado.  
No estudo de LOPEZ-KNOWLES et al. (2009) apenas 7% dos tumores triplo 
negativos basais (ER−, PR−, HER2−, CK5/6+ e/ou EGFR+) analisados apresentaram 
alterações de número de cópias do gene PIK3CA. As mutações observadas foram as 
mais comumente descritas na literatura, envolvendo os exons 9 e 20 deste gene (WU 
et al., 2005; SHAH et al.,2012 ). 
CISKOVA et al., (2012) encontraram uma frequência de aumento de número de 
cópias desse gene em 12,5% dos tumores triplo negativos e 41,1% dos tumores RE e 
RP positivos e HER2 negativos.  
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 No estudo de GONZALES-ANGULO et al. (2012), o aumento do número de 
cópias de PIK3CA foi observado em vários subtipos tumorais mamários, no entanto 
essas alterações foram significativamente associadas ao subtipo triplo negativo. 
No presente estudo as alterações de número de cópias de PIK3CA não foram 
associadas a nenhum dos parâmetros clínico-patológicos avaliados (tamanho e grau 
tumoral, presença de metástases nos linfonodos axilares), tanto em tumores TN quanto 
em tumores N-TN. Estudos na literatura no entanto, têm relacionado alterações do 
gene PIK3CA com fatores prognósticos desfavoráveis, tais como grande tamanho 
tumoral, alto grau histológico e recorrência tumoral (LI et al., 2006; LERMA et al., 2008; 
LÓPEZ-KNOWLES et al., 2010).   
A associação entre as alterações de PIK3CA e/ou expressão deste gene com os 
subtipos tumorais ainda não está bem esclarecida. SAAL et al., (2005) e STEMKE-
HALE et al. (2008) descreveram uma maior frequência de mutações em PIK3CA em 
tumores RE+/RP+ e HER2+ (STEMKE-HALE et al., 2008). ALESKANDARANY et al. 
(2010) encontraram associação da proteína PIK3CA com os sutipos basal, classes 
HER+ e triplo negativo. No entanto, independente do subtipo tumoral, alterações no 
gene/proteína PIK3CA parecem estar associadas a tumores de baixa diferenciação 
celular e comportamento clínico agressivo. Portanto, terapias alvos com agentes 
causando a inibição deste gene/proteína seria de grande benefício para os pacientes 
com carcinomas mamários em geral. 
Em relação aos genes da família AKT, no nosso estudo observamos aumento e 
diminuição do número de cópias com frequências semelhantes nos subtipos TN e N-
TN, o que foi demonstrado pelos resultados não significativos nas comparações entre 
os dois grupos tumorais (Tabelas 30 e 31).  
Há poucos estudos na literatura analisando as alterações de número de cópias 
dos genes AKT1 e AKT2. Mutações somáticas nesses genes são raras  (SOUNG et al., 
2006; BRUGGE et al., 2007)  e a maioria dos trabalhos descreve a desregulação na 
fosforilação das proteínas AKT (YUAN et al., 2000; SUN et al., 2001; KIRKEGAARD et 
al., 2005; EDWARDS et al., 2006; BRUGGE et al., 2007; BLEEKER et al., 2008; 
BRAUER ET AL, 2009; LOPEZ-KNOWLES et al, 2009; KANAMORI et al., 2011).  
 KIRKEGAARD et al. (2010) encontraram deleções em AKT1 e AKT2 em 4,8% e 
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21,1% respectivamente, das amostras de tumores de mama RE positivos, enquanto 
que amplificação foi observada para o gene AKT1 em apenas 1% dessas amostras. A 
amplificação do gene AKT2 foi previamente identificada em tumores mamários, 
ovarianos e pancreáticos (CHENG et al., 1992; BELLACOSA et al., 1995; CHENG et 
al., 1996), estando associada nos tumores mamários a um prognóstico desfavorável 
(CHENG et al., 1992; BELLACOSA et al., 1995).  
Alterações nos genes AKT1 e AKT2 não foram correlacionadas 
significativamente no nosso grupo amostral com os parâmetros clínico-patológicos 
testados. A expressão protéica destas proteínas foram, no entanto, previamente 
correlacionadas com tumores de alto grau tumoral, RE e RP negativos e HER2 
positivos (PANIGRAHI et al., 2004; JANSSEN et al., 2007; TOKUNAGA et al., 2006). 
 Apesar da alta similaridade entre as sequências e homologia estrutural dos 
genes AKT1 e AKT2, estudos de análises in vitro sugerem que estes genes 
desempenham funções opostas na migração e invasão de células mamárias 
(HUTCHINSON et al., 2004). Os resultados desses estudos indicam que apenas a 
expressão aumentada de AKT2 poderia contribuir para o fenótipo invasivo e 
desenvolvimento de metástases. Entre os membros da família AKT, apenas AKT2 
apresenta importância em mediar os efeitos dependentes da via PI3K em células de 
câncer de mama (HUTCHINSON et al., 2004). DILLON et al., (2009) utilizaram modelos 
de camundongos transgênicos e também demonstraram as funções opostas destes 
dois genes: AKT1 inibindo e AKT2 promovendo metástases nesses animais.   
 A via PI3K/AKT também é regulada através dos receptores de fatores de 
crescimento de fibroblastos (FGFRs) (TENHAGEN et al., 2012).  Existem quatro tipos 
de receptores nesta familia: FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4, que são ativados por 
18 ligantes extracelulares de expressão tecido específica. Quando ativados, os 
receptores FGFRs atuam fosforilando proteínas intracelulares entre elas, AKT, RAS 
(que ativa a via RAS/MAPK) e STAT (ativador transcricional de genes induzidos por 
interferons).   
 Membros da família de receptores FGFR são normalmente ativados no processo 
tumoral devido a amplificação gênica, translocação cromossômica ou mutações do tipo 
missense (KATOUH KATOUH et al, 2010). Vários estudos tem descrito a associação 
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de SNPs e amplificações dos genes que codificam os FGFRs com o câncer de mama 
(REIS-FILHO et al., 2006; MEYER et al., 2008; ROIDL et al., 2009; TURNER et al, 
2010; TURNER & GROSE, 2010; SHARPE et al., 2011). Dentre os genes desta família, 
a amplificação do gene FGFR1 é observada em 10% dos tumores mamários 
(COURJAL et al, 1997). A maior frequência de amplificação desse gene foi associada 
ao subtipo luminal  (tumores RE+) (TURNER et al, 2010).   
No presente estudo o aumento do número de cópias do gene FGFR2 foi 
observado em 32% dos tumores mamários do tipo TN, e esta frequência foi 
significativamente maior da observada nos tumores N-TN (13,6%) (F21= 4,4;P<0,05, 
Tabela 34). Esses resultados corroboram estudos prévios que associam a amplificação 
do gene FGFR2 com o fenótipo triplo negativo e sugerem que este gene atue como 
importante fator prognóstico e possível alvo terapêutico para esse subgrupo tumoral. 
 O aumento preferencial do número de cópias deste gene em tumores TN foi 
também observado por TURNER et al, (2010). Na análise do perfil molecular de 56 
tumores triplo negativos através de aCGH e expressão gênica estes autores 
identificaram 40 genes com expressão aumentada quando amplificados, entre eles o 
gene FGFR2.  A amplificação de FGFR2 foi observada em apenas 4% dos tumores 
triplo negativos, não sendo observada nos demais subtipos tumorais analisados. 
SHARPE et al. (2011) também observaram que a expressão de FGFR2 é maior em 
tumores basais e triplo negativos quando comparados com outros subtipos tumorais. 
Estes autores analisando linhagens celulares de tumores TN, observaram que estas 
eram sensíveis a inibidores de FGFR, indicando que esta família de receptores 
provavelmente está envolvida com a capacidade proliferativa destes tumores. Ensaios 
clínicos em fases iniciais tem investigado estes agentes para potencial uso terapêutico 
em pacientes com tumores do tipo TN e basal (KATOUH et al., 2010; TURNER et al., 
2010; JAIN et al., 2012). 
 O receptor FGFR2 foi também demonstrado como associado a tumores 
mamários com mutações nos genes BRCA. No entanto, ao contrário de outros 
componentes da via PI3K/AKT, a expressão de FGFR2 foi observada 
preferencialmente aumentada em tumores associados a mutações no gene BRCA2 em 
comparação com tumores associados a mutações no gene BRCA1 (BANE et al, 2009). 
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Neste estudo, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas 
entre o aumento do número de cópias do gene FGFR2 e os parâmetros clínico-
patológicos (tamanho e grau tumoral e presença de metástases nos linfonodos 
axilares) em ambos os grupos de pacientes, TN e N-TN.  
Em resumo, a via de sinalização PI3K/AKT é importante para a maioria das 
funções celulares, e sua alterações estão envolvidas no processo carcinogênico.  Os 
componentes desta via representam possíveis alvos terapêuticos no tratamento do 
câncer de mama, incluindo os tumores triplo-negativos. Entre os tratamentos já 
aprovados e disponíveis incluem-se os inibidores de mTOR para pacientes com 
deleção no gene PTEN (SANTANA-DAVILA & PEREZ, 2010) e inibidores de EGFR 
para pacientes com amplificação desse gene (TAKANO et al., 2005; MORONI et al., 
2005 e HIRSCH et al., 2006). De acordo com a base de dados dos ensaios clínicos 
regulados pelo governo americano (http://www.clinicaltrials.gov; acessado em 25 junho 
de 2012), inibidores de AKT estão sendo testados em pacientes com mutações no 
gene PIK3CA e perda de PTEN (NCT01277757). Outros ensaios clínicos em fase 
adiantada demonstram bons resultados no uso de inibidores de FGFR1 e FGFR2 no 
tratamento de tumores com amplificações nesses genes (NCT00958971). É importante 
salientar no entanto, que os resultados de alguns desses ensaios muitas vezes não são 
satisfatórios, não apresentando benefício à sobrevida livre da doença ou sobrevida 
geral das pacientes. Este fato, na maioria das vezes, é devido ao alto grau de 
heterogeneidade das alterações que ocorrem nesta via. Outros fatores incluem a 
resistência tumoral ao tratamento causada pela ação de outras vias oncogênicas,  
perda de marcadores de resposta à terapia e a estratificação inadequada das pacientes 
que participam dos ensaios clínicos (SAAL et al., 2007). Neste sentido, estudos como o 
presente, que tem como objetivo a identificação e o entendimento dos mecanismos de 
alteração dos genes da via PI3K/AKT, podem esclarecer e fornecer informações 
relevantes a esta heterogeneidade observada, contribuindo desta forma para a 








 Neste estudo comprovamos que alterações do número de cópias dos 
genes AKT1, AKT2, PIK3CA, FGFR2 e PTEN, membros da via de sinalização 
PI3K/AKT, estão presentes e apresentam relevância nos tumores mamários do subtipo 
triplo negativo (TN).  Essas alterações, assim que validadas em uma nova série de 
pacientes com tumores TN, podem futuramente representar marcadores moleculares 
com  potencial aplicação para o desenvolvimento de terapias efetivas em pacientes, 
grupo de pacientes e/ou populações étnico-específicas.  
 
As conclusões específicas desse estudo são: 
 
1. Nas análises epidemiológicas entre tumores do tipo TN e N-TN, foi observada uma 
alta frequência de pacientes TN com grau tumoral avançado (grau III), 
independentemente do grupo étnico das pacientes.  Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas em relação à idade das pacientes, tamanho do tumor e 
presença de linfonodos axilares entre os grupos TN e N-TN.  
 
2. Alterações do número de cópias foram observadas para todos os genes da via 
PI3K/AKT (AKT1, AKT2, PIK3CA, FGFR2 e PTEN) analisados neste estudo. Essas 
alterações foram observadas em ambos subtipos tumorais mamarios (TN e N-TN) 
analisados, demonstrando que estas ocorrem independentemente da positividade para 
os marcadores de RE, RP e HER2. 
 
3.  As análises das alterações de número de cópias nos cinco genes estudados 
demonstrou que a diminuição de cópias de PTEN é a alteração mais frequente tanto 
nos tumores TN quanto nos tumores N-TN. A diminuição estatisticamente significativa 
do número de cópias deste gene em ambos estes subtipos tumorais são sugestivas 
que as mesmas são importantes na etiologia dos mesmos. No entanto, as mesmas 
devem ser confirmadas para que possam ser interpretadas com maior consistência. 
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4. As frequências de alterações de número de cópias dos genes AKT1, AKT2, PIK3CA 
e PTEN não diferiram significativamente entre os subtipos TN e N-TN. O aumento do 
número de cópias do gene FGFR2 foi significativamente maior nas pacientes TN.  
 
5. Nas análises entre as alterações de número de cópias e os parâmetros clínico-
patológicos das pacientes apenas a perda de PTEN foi significativamente associada ao 
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10.1 ANEXO I - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado e 
submetido a uma avaliação laboratorial (exame de sangue). E, entendo que os riscos de minha 
participação nesta pesquisa são mínimos. 
Entendo que minha participação é inteiramente voluntária, podendo me recusar a responder 
qualquer questão ou retirar o meu consentimento em participar neste estudo a qualquer hora, sem 
nenhum prejuízo ao meu tratamento atual ou futuro.   
 
Eu,__________________________________________, após ter lido e entendido todas as 
informações e esclarecido todas as minhas dúvidas referentes a este estudo, concordo 
voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das “Informações ao 
doador”, necessário para a minha compreensão do estudo. 
 
_____________________________________________ Data: __/__/__ 
Assinatura (do doador ou responsável) ou impressão datiloscópica 
 
 
Eu, Prof. Dr. Iglenir João Cavalli, declaro que forneci todas as informações referentes ao 





_____________________________________________ Data: __/__/__ 











10. 2. ANEXO II – Informações epidemiológicas das pacientes com tumores TN 
provenientes do Brasil (amostras de DNA) 
  
Idade  Tamanho do tumor (cm) 
Envolvimento de 
Linfonodos Axilares Grau do Tumor 
1  2,0 NEG III 
2  1,8   
3  7,0 POS II  
4 50    
5 72 0,9 POS II  
6 16 10,5 POS II  
7  1,3 NEG III 
8 70 1,1  II 
9 83 3,3 POS III 
10  1,1  III 
11 55 2,0  II 
12 63 1,7  III 
13 50 1,8 NEG II 
14 42  POS II 
15 82  POS II 
16 47 4,5 POS II 
17 51 3,0 NEG II 
18 71 2,5 NEG II 
19 62 3,0 NEG II 
20 35  NEG  
21 73  NEG  
22 27  NEG III 
23 40 2,5 POS III 
24 43 1,2 POS III 
25 39 4,0 POS III 
26 59 4,0 POS II 
27 50  POS III 
28 61 3,0 NEG II  
29  3,5 NEG  
30 43 3,5  III 
31 49 4,5  III 
32 39 2,5  II 
33 56   III 
34 45 5,1  II 
35 63 3,5  I 




10.3. ANEXO III -  Informações epidemiológicas das pacientes com tumores 






Grau do Tumor 
Marcadores Basais 
EGFR  CK5/6  CK14 
1 40 POS III NEG NEG NEG 
2 41 NEG III NEG NEG POS  
3 63 POS II NEG NEG NEG 
4 52 NEG I NEG NEG NEG 
5 43 POS III NEG POS  NEG 
6 52 POS III NEG NEG NEG 
7 85 POS II NEG NEG NEG 
8 73 POS III NEG NEG NEG 
9 56 POS II NEG NEG NEG 
10 62 NEG II NEG POS POS  
11 51 NEG III NEG POS POS 
12 39 NEG II NEG NEG NEG 
13 57 POS III NEG NEG NEG 
14 60 POS III NEG POS POS 
15 61 POS II NEG NEG NEG 
16  POS II NEG POS  POS 
17 40 POS III NEG NEG NEG 

























10.4. ANEXO IV - Informações epidemiológicas das pacientes com tumores N-TN 
provenientes da África do Sul  (amostras de DNA) 
  Grupo Étnico  Idade  Tamanho do tumor (cm) Grau do Tumor 
1   58   II 
2   5,1  
3     
4     
5  50 3,5 II 
6  64 9,0 II 
7     
8   4,5 II 
9   4,0 II 
10    I  
11    II 
12 branco 56  II    
13 misto 44 4,0 III 
14 misto 60 5,5 I 
15 branco 36 3,0 II 
16 branco  5,5 II 
17 misto 46 2,0  
18 misto 29 4,5 I 
19 misto 76 1,2 III 
20 branco 38 1,8 I 
21 branco 51  II 
22 negro 49 2,2 III 
23 branco 66 2,5 II 
24 misto 48 2,5 III 
25 branco 58  II 
26 branco 64 3,0 II 
27 misto 61 3,5 II 
28 misto 55 4,8 III 
29 misto 52 3,0 III 
30 branco 55 2,6 III 
31 misto 51 1,8 I 
32 misto  4,8 II 
33 misto 55 4,5 II 
34 negro 54 4,0 III 
35 misto 48 2,2 II 
36 misto 69 1,9 II 
37 branco 53 0,7 I 
38 negro 31 2,0 III 
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39 misto 31 3,5 III 
40 misto 64 3,2 II 
41 negro 29 10 III 
42 misto 69 2,0 II 
43 branco 40  I 
44 misto 58 3,5 II 
45 misto 23 4,5 II 
46 misto 59 3,0 II 
47 misto 64 4,6 I 
48 misto 48 4,5 II 
49 misto 53 3,0 I 
50 misto 36 11 III 
51 misto 44 1,6 III 
52 misto 61 3,6 II 
53 Indian 53 3,2 III 
54 misto 76 1,8 III 
55 misto 72 2,3 I 
56 misto 63 2,3 I 
57 misto 69 1,8 III 
58 misto 56 3,5 I 
59 misto 50 3,5 III 
60 misto 79 4,0 II 
61 misto 60 4,0 II 
62 negro 53 2,8 II 
63 branco  2,2 I 
64 misto 68 2,2 III 



















10.5. ANEXO V - Informações epidemiológicas das pacientes com tumores N-TN 











RE RP HER2 
1 52 NEG II 2,5 POS POS NEG 
2 25 POS III 4,5 POS   
3 48 NEG III 3,8 POS   
4 40 POS II 4 POS  NEG 
5 64 POS II 2,3 POS   
6 49 NEG I 6 POS POS  
7 64 POS II 5,5 POS  POS NEG 
8 47 POS II 5,5 POS  POS  NEG 
9 53 NEG  3,7 NEG NEG POS 
10 54 NEG II 1 POS  POS  NEG 
11 62 POS II 0,8 NEG NEG POS 
12 81 NEG I 1,5 POS   
13 71  II 1 POS POS NEG 
14 44 NEG II 3,5 POS POS NEG 
15 78 NEG II 4,5 POS  POS 
16 54 POS II 5,5 POS   
17 47 POS II 3 NEG NEG POS 
18 90 POS II 6,5 POS   
19 59 0 II 5 POS   NEG 
20 51 POS II 6 POS  POS  NEG 
21 55 POS I 1,9 POS   
22 47 POS II 4,5 POS  NEG 
23 45 POS III 3,8 POS   
24 46 POS II 4,8 POS   
25 79 NEG I 4 POS  POS POS 
26 50 POS II 1,5 POS  POS  NEG 
27 71 NEG II 3 POS   NEG 
28 55 NEG II 3,2 POS    
29 59 POS III 1,7 POS   
30 66 NEG II 2 POS  POS  NEG 
31 66 NEG II 2 POS  POS  NEG 
32 69 NEG III 1,8 NEG NEG POS 
33 65 NEG II 1,7 POS  POS  NEG 
34 56 POS II 6,5 POS   
35 65 POS II 3,5 POS   NEG 
36 53 POS III 4 POS  POS POS 
37 70 NEG II 2,3 POS  POS  POS 
38 65 NEG II 2,8 POS  POS  NEG 
39 47 NEG I 4 POS   NEG 
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40 45 NEG II 6,5 POS   
41 43 NEG III 2 POS   
42 28 NEG I 3,5 POS  POS  POS 
43 60 NEG II 3 POS  POS  NEG 
44 53 POS  4 POS   NEG 
45 55 POS  1,3 POS   
46 71 POS II 3 POS  POS  NEG 
47 51 NEG II 6,5 POS   
48 29 POS III / II 4 POS   
49 84 NEG II 3 POS  POS  NEG 
50 56 POS III 2,8 POS   
51 37 POS II 4 POS  POS NEG 
52 61 NEG II 4 POS  NEG POS 
53 44 POS II 7,5 POS   
54 37 POS II / I 2,5 POS   
55 43 NEG II 2,5 POS  POS  NEG 
56 75 POS II/III 5 POS  NEG NEG 
57 64 NEG II 1 POS POS NEG 
58 82 POS II 4,5 POS  POS  NEG 
59 53 NEG II 2 POS  POS  NEG 
60 60 NEG I 1,2 POS  POS  NEG 
61 44 NEG II 2,7 POS   NEG 
62 83 POS II 4,5 POS POS NEG 
63 52 NEG II 6 POS POS NEG 
64 73 NEG III 6 POS  POS NEG 
65 63 POS III 4 NEG NEG POS 
66 70 NEG I 4 POS POS  POS 
67 43 POS II 1,6 POS   
68 61 POS I 1,5 POS   
69 66 POS  5 POS  POS  NEG 
70 46 POS II 2,8 POS  POS  NEG 
71 59 POS II  POS  NEG NEG 
72 74 NEG I 2 POS POS  
73 53 NEG II 1,6 NEG NEG POS 
74 46 POS II 6 POS  POS  NEG 
75 59 POS II 2 POS POS NEG 
76 71 NEG II 1,5 POS POS  
77 69 NEG I 1,2 POS  POS  NEG 
78 54 POS II 4 POS   
79 66 NEG I 1,7 POS  POS  
80 69 POS  3,5 POS POS  
81 67 NEG III 2,5 POS  POS  NEG 
82 52 POS I 3,5 POS  POS  NEG 
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83 41 NEG II 5 POS   
84 40 POS II 3 POS   
85 59 NEG I 1,2 POS  POS  NEG 
86 67 NEG II 1,5 POS  POS NEG 
87 48 NEG I 2 POS POS NEG 
88 45 POS II 1,3 POS  POS  NEG 
89 78 NEG II 2,5 POS  POS   
90 53 NEG I 1,8 POS  POS  NEG 
91 72 POS III 3,5 NEG NEG POS 
92 55  II 5 POS POS   
93 73 POS II 2 POS NEG POS 
94 51 NEG III 1,5 POS  POS  POS 
95 63 NEG I 4 POS POS NEG 
96 71 POS II 3,5 POS POS  POS 
97 53 POS II 7 POS POS NEG 
98 45 POS III 5 POS  POS  NEG 
99 53 POS II 4 NEG NEG POS 
100 42 NEG I 1,5 POS POS NEG 
101 46 NEG II 5 POS  POS  POS 
102 56 POS II 2 POS POS  NEG 
103 43 NEG II 2,5 NEG NEG POS 
104 44 POS   NEG NEG POS 
105 40 POS II 3,5 POS POS POS 
106 72 NEG I 3,5 POS POS POS 
107 55 POS III 1,9 NEG NEG POS 
108 40 POS II 3,5 POS POS POS 
109 78 NEG II 1,4 POS POS POS 
110 54 POS II 3,2 POS POS NEG 
111 48 POS II 2,2 POS  POS 
112 50 POS II 5 POS   
113 48 NEG III 2,2 POS POS  
114 63 NEG II 3 POS POS POS 
115 56 POS II 4 POS POS POS 
116 51 NEG III 2 POS POS POS 
117 79 NEG III 2,8 NEG NEG POS 
118 39 POS II 4,5 POS NEG NEG 
119 57 POS II 4 POS NEG POS 
120 49 POS II 2,5 POS POS NEG 
121 75 NEG II 2,5 POS POS NEG 
122 47 POS III 3 POS POS POS 
123 33 POS  5 POS POS NEG 
124 75 NEG III 2,7 POS POS NEG 
125 74 NEG I 6 POS POS NEG 
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126 42 POS I 2,5 POS POS NEG 
127 38 POS II 2,9 POS POS NEG 
128 33 NEG II 4 POS NEG NEG 
129 39 POS III 4 POS NEG NEG 
130 66 POS II 4 POS NEG NEG 
131 65 POS III 4,1 POS POS NEG 
132 54 NEG II  4 POS POS POS 
133 47 NEG III 1,5 POS POS POS 
134 51 NEG II  2 POS NEG POS 
135 42 NEG I  5 NEG POS NEG 
136 89 POS II 3,5 POS POS NEG 
137 37 POS III 3 NEG NEG POS 
138 60 NEG III 2 POS POS POS 
139 50 POS III 3 NEG POS NEG 
140 45 POS III 5,7 NEG NEG POS 
141 37 POS III  POS POS  
142 44 NEG II 2,5 POS POS POS 
143 58 POS III 5,5 POS POS NEG 
144 40 NEG III 3,5 NEG POS NEG 
145 82   2,9 POS POS POS 
146 29 NEG I 2 POS POS  
147 52 POS III 9 NEG POS POS 
148 60 POS I 1,3 POS POS POS 
149 61 POS II 4 POS POS POS 
150 62 NEG II 5 NEG POS POS 
151  NEG  3 POS POS NEG 
152 65 NEG  2,5 POS POS NEG 
153 31 POS III 4,2 NEG POS NEG 
154 71 POS I 3 POS POS  
155 62 POS III 2 POS POS NEG 
156 77 NEG II 1,8 POS NEG NEG 
157 54 POS III 1,8 POS POS POS 
158 70 POS  4 POS POS POS 
159 61 POS I 3,5 NEG POS NEG 
160 76 POS II 4 POS POS NEG 
161 48 POS II 7 POS POS NEG 
162 36 POS III 6 POS NEG POS 
163 58 POS II 1 NEG NEG POS 
164 63 POS II 1,6 POS POS NEG 
165 33 NEG II 4 POS POS NEG 
166 44 POS II 5 POS POS  
167 42 POS III 3,4 POS POS POS 
168 47 POS I 2,5 POS POS NEG 
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169 72 POS II 3,5 POS POS POS 
170 67 POS II 0,5 POS POS NEG 
171 61 NEG II 2,5 POS POS NEG 
172 66 POS I 2 POS POS POS 
173 67 POS III 5 POS POS NEG 
174 - POS III  POS POS NEG 
175 44 POS II 1,8 POS POS  
176 57 NEG II 2 POS POS POS 
177 62 POS II 6 POS POS NEG 
178 72 NEG II 2,4 POS NEG  
179 57 POS II  POS POS NEG 
180 43 POS II 3 POS NEG NEG 
181 82 POS II 4 POS POS NEG 
182 53  I 9,5 POS POS NEG 
183 45  II 2,3 POS POS POS 
184 45  I 1,7 POS POS POS 
185 86    POS POS NEG 
186 83 NEG II 0,8 POS NEG NEG 
187 49  II  POS POS NEG 
188 71 NEG I 1 POS POS NEG 
189 45 POS II 2,2 POS POS POS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
